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2xRBD-Gly: 2-RNA-binding domain Glycine
ADN: Ácido Desoxirribonucleico
APOB: Apolipoproteína B
APOE: Apolipoproteína E
APPNF: Afasia Primaria Progresiva No Fluente
ADN: Ácido Desoxirribonucleico
ARN: Ácido Ribonucleico
ARNm: ARN mensajero
ATXN2: Ataxina 2
Bcl-x: B-cell lymphoma-extra large
Bim: Bcl2-interacting mediator of cell death
BrdU: 5-bromo-2’-deoxyuridine
C9ORF72: Chromosome 9 open reading frame 72
CaMKII: Calmodulina kinasa II
CDC7: cell division kinase 7
CDK: Cyclin-dependent kinase o kinasa dependiente de ciclina
CHMP2B:  Chromatin-modifying protein 2B
CHOP: C/EBP homologous protein
Cip/kip: CDK Interacting Protein/Kinase Inhibitory Protein.
CMA: chaperone mediated autophagy o autofagia mediada por chaperonas
CMSP: células mononuclerares de sangre periférica
CQ: cloroquina
DAPK1: Dead-associated protein kinase 1
DFT-EMN: Demencia Frontotemporal asociada a enfermedad de la motoneurona.
DFT-vc: Demencia Frontotemporal variante conductual
DFT: Demencia Frontotemporal
DFTP-17: Demencia Frontotemporal y Parkinsonismo ligada al cromosoma 17.
DLFT-tau: Degeneración Lobar Frontotemporal asociada a acúmulos de la proteína tau.
DLFT-TDP: Degeneración Lobar Frontotemporal asociada a acúmulos de la proteína TDP-43
DLFT: Degeneración Lobar Frontotemporal
DMSO: Dimetilsulfóxido
DS: Demencia semántica
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E2F: Factor de elongación 2
EA: Enfermedad de Alzheimer
EBV: virus de Epstein-Barr
ELA: Esclerosis Lateral Amiotrófica
EP: Enfermedad de Parkinson
ERK1/2: Extracellular signal regulated kinase 1/2
ESCRT-III: Endosomal Sorting Complexes Required for Transport III o Complejo Secretor Endo-
somal tipo III Requerido Para el Transporte
FBS: Fetal Bovine Serum o Suero Fetal Bovino
FCE: Fluido cerebroespinal
FUS: Fused in Sarcoma
G3BP-1: GTPase-activating protein binding protein 1
gadd7:  growth-arrested DNA damage-inducible gene 7
GE: Gránulos de estrés
GRN: Gen granulina
GSK-3: Glicógeno Sintasa kinasa 3
GSP: Gliosis Subcortical Progresiva
GWAS: Genome-wide association study o estudio de asociación del genoma completo.
HDAC: Histona deacetilasa
hnRNPA2B1:  heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1
hnRNPs: heterogeneous nuclear Ribonucleoproteins o proteínas ribonucleares heterogéneas
HSP70/HSP90: Heat Shock proteins 70/90 o proteínas de choque térmico 70/90
IBMPFD: Inclusion Body Myopathy with early-onset Paget disease and Frontotemporal Dementia
o miopatía con cuerpos de inclusión asociada a la enfermedad de Paget y Demencia Fronto-
temporal.
INK4: Inhibitors of Cyclin D-dependent kinase 4
iPS: Induced pluripotent stem cells
lncRNAs: Long-non-coding RNA
LTR: Long terminal repeat signals o secuencias terminales repetidas largas.
MAPK: Mitogen-activated Protein kinases o proteínas kinasas activadas por mitógenos.
MAPT: Microtubules asociated protein tau o proteina tau asociada a los microtúbulos
miARN: micro ARN
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MRI: Magnetic Resonance Imaging o resonancia magnética de imagen
Nlgn1: Neuroligin 1
NMD: Nonsense Mediated Decay
NMDA: N-metil-D-aspartato
Nrxn1, Nrxn3:  Neurexin 1 y 3 
Park2: Parkin 2 
PDI4: Protein disulfide isomerase 4
PET: Positron emission tomography o tomografía por emisión de positrones 
PGRN: Progranulina
PI3kinase: fosfatidil inositol kinasa 3
PKC: Proteina kinasa C
PLC: Fosfolipasa C
pRb: Proteína del Retinoblastoma
PSP: Parálisis Supranuclear Progresiva
PT: Toxina pertussis
ROS: Reactive oxigen species o especies reactivas de oxígeno
SAHA: Suberoyl anilide hidroxamic acid
SCB: Síndrome Corticobasal
SLPI: Secretory leukocite protease inhibitor o inhibidor de la proteasa secretora de leucocitos.
SMarT: Spliceosome-mediated RNA trans-splicing
SMN: Survival Motor Neuron
SNC: Sistema Nervioso central
SPECT: Single Photon Emission Computed Tomography o la tomografía computarizada de emi-
sión monofotónica 
SQSTM1: sequestome-1
SSRIs: Inhibidores selectivos de recaptación de serotonina
TARDBP: TARDNA-Binding Protein
TDP-43: TARDNA-Binding Protein 43
TGFα: Tansforming growht factor α
TIA-1: T-cell intracellular antigen 1
TNFR: Receptor del factor de necrosis tumoral
TNFα: Factor de necrosis tumoral α
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UBQLN: Ubiquilin
UPS: Sistema ubiquitina-proteasoma
VCP: Valosin-containing protein
VIH-1: Virus de Inmunodeficiencia humana
Wnt: Wingless/Int
Inicio Carol_Maquetación 1  22/01/2014  22:09  Página 20
Índice de Contenidos
Inicio Carol_Maquetación 1  22/01/2014  22:09  Página 21
Inicio Carol_Maquetación 1  22/01/2014  22:09  Página 22
Introducción......................................................................................... 31
1. Breve descripción, historia y epidemiología de la enfermedad ................. 33
2. Presentación Clínica ..................................................................................... 35
2.1. Demencia Frontotemporal variante conductual (DFT-vc).......................................... 35
2.2. Demencia Semántica (DS).......................................................................................... 36
2.3. Afasia primaria progresiva no fluente (APPNF).......................................................... 37
2.4. Síndromes Secundarios .............................................................................................. 37
3. Clasificación Histopatológica........................................................................ 39
3.1. DLFT con marcaje positivo para la proteína TAU (DLFT-TAU) .................................... 40
3.2. DLFT con marcaje positivo para la proteína TDP-43 (DLFT-TDP).............................. 41
3.3. DLFT con marcaje positivo para  la proteína FUS (DLFT-FUS) ................................. 45
3.4. DLFT con marcaje positivo para Proteínas Ubiquitinizadas del Sistema de
Proteasoma (UPS de Ubiquitin Proteasome System) (DLFT-UPS).................................... 46
3.5. DLFT no asociada a inclusiones (DLFT-ni) ................................................................. 46
4. Genética de la enfermedad .......................................................................... 47
4.1 .DLFT asociada a mutaciones en MAPT...................................................................... 48
4.2. DLFT asociada a mutaciones en GRN ....................................................................... 50
4.3. DLFT asociada a mutaciones en VCP ........................................................................ 54
4.4. DLFT asociada a mutaciones en CHMP2B................................................................ 55
4.5. DLFT asociada a mutaciones en C9ORF72............................................................... 55
4.6. DLFT asociada a mutaciones en TARDBP.................................................................. 56
5. Diagnosis de la DLFT..................................................................................... 57
5.1  Criterios Diagnósticos de la DLFT............................................................................... 58
5.2  Neuroimagen en DLFT ................................................................................................ 59
5.3  Marcadores Biológicos en la DLFT ............................................................................. 61
6. Etiopatogénesis de la DLFT .......................................................................... 63
6.1 Inflamación como causa de neurodegeneración........................................................63
6.2 Neurodegeneración asociada a inclusiones intracelulares ...................................... 66
Carolina Alquézar Burillo
Índice de contenidos
23
Inicio Carol_Maquetación 1  22/01/2014  22:09  Página 23
Degeneración Lobar Frontotemporal asociada a mutaciones en progranulina
24
6.2.1 Pérdida neuronal asociada a inclusiones de tau ........................................... 66
6.2.2 TDP-43 y FUS, pérdida neuronal asociada a proteínas de unión a ARN ...... 67
6.3.  Estrés oxidativo como causa de neurodegeneración .............................................. 70
6.4. Neurodegeneración mediada por fallos en la degradación de proteínas ............... 72
6.5. Neurodegeneración asociada a alteraciones en la apoptosis y autofagia.............. 73
6.5.1. Apoptosis.......................................................................................................................... 74
6.5.2. Autofagia.......................................................................................................................... 77
6.6. Alteraciones en el ciclo celular como causa de neurodegeneración....................... 80
7. Perspectivas terapeúticas............................................................................. 85
7.1 Tratamientos sintomáticos ........................................................................................... 85
7.1.1. Tratamientos dirigidos a los síntomas comportamentales y psiquiátricos.................. 86
7.1.2. Tratamientos dirigidos a los síntomas cognitivos.......................................................... 88
7.1.3. Tratamientos contra los trastornos motores.................................................................. 89
7.2 Búsqueda de Tratamientos dirigidos contra dianas moleculares de la DLFT .......... 90
7.2.1.Terapias dirigidas al tratamiento de la DLFT-TAU ........................................................... 90
7.2.2. Terapias dirigidas al tratamiento de la DLFT asociada a mutaciones en GRN........... 93
7.2.3. Terapias dirigidas al tratamiento de la DLFT-TDP ......................................................... 96
7.2.4. Otras posibles dianas moleculares ................................................................................ 98
8. Modelos de estudio de la DLFT.................................................................. 101
8.1. Modelos Animales ..................................................................................................... 101
8.2 Modelos Celulares...................................................................................................... 104
Objetivos ............................................................................................ 107
Material y métodos ........................................................................... 111
1. Establecimiento de las líneas celulares linfoblásticas............................. 115
2. Características, diagnóstico y selección de los individuos....................... 117
2.1. Características clínicas ............................................................................................. 117
2.2. Características neuropatológicas............................................................................. 120
2.3. Estudio y caracterización de la mutación c.709-1G>A .......................................... 121
Inicio Carol_Maquetación 1  22/01/2014  22:09  Página 24
Resultados ........................................................................................ 123
1. Alteración de proteínas reguladoras del ciclo celular en linfoblastos de
pacientes de DLFT-TDP portadores de la mutación c.709-1G>A en el gen
progranulina ................................................................................................... 127
2. La inactivación de la vía CDK/pRb normaliza la supervivencia de  los
linfoblastos que expresan la mutación en progranulina c.709-1G>A, aso-
ciada con la DLFT-TDP..................................................................................... 143
3. La haploinsuficiencia  de PGRN aumenta la señalización de Wnt5a
en células periféricas de individuos portadores de una mutación en
progranulina asociada a la DLFT .................................................................. 159
4. Aumento de los niveles de PGRN e inhbición de la vía MEK/ERK/1/2:
Dos nuevas dianas para el tratamiento de la DLFT asociada a mutaciones
en progranulina ............................................................................................... 175
Discusión ........................................................................................... 197
1. Mecanismos moleculares implicados en la regulación de la proliferación
de linfoblastos de pacientes de DLFT-TDP...................................................... 199
2. Control de la supervivencia/muerte celular en linfoblastos portadores
de la mutación c.709-1G>A en GRN asociada a DLFT-TDP ......................... 205
3. Papel de la vía de señalización WNT5a en el control de proliferación de
linfoblastos portadores de la mutación en GRN C.709-1G>A ..................... 209
4. Búsqueda de nuevas aproximaciones terapeúticas para el tratamiento
de la DLFT asociada a mutaciones en GRN .................................................. 215
Conclusiones..................................................................................... 219
Bibliografía ........................................................................................ 223
Resumen en Inglés ........................................................................... 277
Carolina Alquézar Burillo
25
Inicio Carol_Maquetación 1  24/01/2014  10:13  Página 25
Inicio Carol_Maquetación 1  22/01/2014  22:09  Página 26
Índice de Tablas
y Figuras 
Inicio Carol_Maquetación 1  22/01/2014  22:09  Página 27
Inicio Carol_Maquetación 1  22/01/2014  22:09  Página 28
Introducción......................................................................................................... 31
Fig.1: Atrofia de los lóbulos frontal y temporal en el cerebro de un paciente de
DLFT ........................................................................................................................ 33
Fig. 2: Características patológicas de la DLFT ..................................................... 39
Fig. 3: Características fisiológicas y patológicas de TDP-43 ............................... 42
Tabla 1: Sistema de clasificación para la DLFT-TDP ............................................ 44
Fig. 4. Histopatología de la TDP-43).......................................................................45
Fig. 5. Representación esquemática de la localización cromosómica, y
estructuras genómica y proteica de los genes GRN y MAPT............................... 49
Fig. 6. Representación esquemática del gen GRN, ARN mensajero y PGRN..... 50
Fig. 7: Representación esquemática de la proteina PGRN mostrando las
mutaciones codificantes........................................................................................ 52
Fig. 8. Representación esquemática del gen GRN mostrando las mutaciones
no codificantes o silenciosas ................................................................................ 53
Tabla 2: Correlación clinicopatológica y genética de la DLFT.............................. 57
Fig. 9: Imágenes obtenidas mediante las técnicas de neuroimagen en un
individuo diagnosticado de DLFT asociada a mutaciones en GRN .................... 60
Tabla 3: Correlación entre el síndrome clínico y la parte del cerebro afectada
en la DLFT ............................................................................................................... 61
Fig.10. Representación esquemática de la acción de la progranulina dentro y
fuera del sistema nervioso central ....................................................................... 64
Fig.11. Esquema representativo de la progresión y regulación del ciclo celular
en eucariotas .......................................................................................................... 81
Tabla 4: Terapias farmacológicas  para tratar los síntomas de la DLFT............. 87
Tabla 5: Compuestos con potencial terapéutico para el tratamiento de la DLFT-
TAU........................................................................................................................... 93
Tabla 6: Compuestos con potencial terapéutico para el tratamiento de la DLFT
asociada a mutaciones en GRN............................................................................ 96
Carolina Alquézar Burillo
Índice de tablas y figuras
29
Inicio Carol_Maquetación 1  22/01/2014  22:09  Página 29
Degeneración Lobar Frontotemporal asociada a mutaciones en progranulina
30
Material y métodos ......................................................................................... 111
Tabla 7: Resumen de los compuestos con potencial terapéutico para el
tratamiento de la DLFT que se han usado en este trabajo............................... 113
Fig.12. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica............... 115
Fig. 13. Descripción de las familias donantes de sangre.................................. 117
Tabla 8: Características clínicas y demográficas de los individuos usados para
generar las lineas linfoblásticas usadas en este trabajo.................................. 119 
Fig. 14: Análisis inmunohistoquímico del cerebro de un paciente de DLFT
asociada a la mutación c.709-1G>A.................................................................. 120
Fig. 15. Localización de la mutación c.709-1G>A en el gen GRN.................... 121
Discusión............................................................................................................ 197
Fig. 16. Esquema representativo del efecto de la mutación c.709-1G>A en los
mecanismos de proliferación/supervivencia celular ........................................ 203 
Fig. 17.  Esquema de las rutas de señalización alteradas por la haploinsuficiencia
de PGRN................................................................................................................ 212
Inicio Carol_Maquetación 1  24/01/2014  10:13  Página 30
1Carolina Alquézar Burillo
Introducción
Introducción carol_Maquetación 1  22/01/2014  15:58  Página 31
Introducción carol_Maquetación 1  22/01/2014  15:58  Página 32
El término Degeneración Lobar Frontotemporal (DLFT) designa a un grupo de sín-
dromes neurodegenerativos muy heterogéneo clínica, genética e histopatológicamente
cuya característica común es la atrofia progresiva de los lóbulos frontal y temporal del ce-
rebro de los individuos afectados (Graff-Radford y Woodruff, 2007,Neary, et al., 2005)
(Fig. 1).
Fig.1: Atrofia de los lóbulos frontal y temporal en el cerebro de un paciente de DLFT: Secciones coronales del
lóbulo frontal (superior) y temporal (inferior) del cerebro de un individuo diagnosticado de DLFT asociada a mu-
taciones en GRN. Se observa una atrofia asimétrica que afecta preferentemente al lado izquierdo del cerebro.
El hipocampo, la amígdala y el ganglio basal están medio atrofiados. Tomado de (Snowden, et al., 2006).
La primera mención a esta enfermedad data de finales del siglo XIX (Pick 1892)
cuando Arnold Pick describió un varón de 71 años que presentaba un deterioro progresivo
del lenguaje asociado con una severa atrofia temporal izquierda. Aunque era la primera
vez que se planteaba la posibilidad de que un síndrome de demencia pudiera estar origi-
nado por una atrofia cerebral focal, se acabó considerando una variante de la Enfermedad
de Alzheimer (EA) y se perdió el interés en su estudio. No fué hasta un siglo después cuando
renació el interés por esta enfermedad y se empezaron a usar los términos degeneración
lobar frontotemporal (Brun, 1987,Gustafson, 1987) o demencia de tipo frontal (Neary, et
al., 1988) para referirse a este síndrome. El desarrollo de las técnicas de la biología mole-
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cular y la genética ocurrido en los últimos 20 años ha supuesto una auténtica revolución
en el conocimiento de la DLFT. El descubrimiento las características genéticas de la enfer-
medad (Baker, et al., 2006,Cruts, et al., 2006,Hutton, et al., 1998), la identificación de las
principales proteínas presentes en las inclusiones neuronales (Neumann, et al., 2006) y el
desarrollo de nuevas técnicas de neuroimagen (Kitagaki, et al., 1997) han llevado a la ca-
racterización de nuevas entidades clinicopatológicas, completándose así los principales
cuadros clínicos que configuran el esquema actual de la DLFT.
En cuanto a las características epidemiológicas, se ha descrito que en el 75-80%
de los casos, la aparición de la DLFT ocurre antes de los 65 años (Neary, et al., 2005,Ra-
binovici y Miller, 2010) y es considerada la primera causa de demencia presenil con una
prevalencia de 10-15 por 100.000 individuos de edades comprendidas entre 45-65 años
(Ratnavalli, et al., 2002,Toribio-Diaz y Morera-Guitart, 2008). Además, esta enfermedad se
caracteriza por tener un fuerte componente familiar, entre el 30 y el 50% de los pacientes
de DLFT tienen algún pariente con una sintomatología parecida (Goldman, et al., 2007,Gold-
man, et al., 2005,Ikeda, et al., 2004a,Sieben, et al., 2012). La distribución sexual parece
ser similar para ambos sexos, a pesar de que en ciertos estudios observan una mayor pre-
dominancia de un genero u otro en función de las características clínicas (Johnson, et al.,
2005,Ratnavalli, et al., 2002). La duración de la DLFT ha sido estimada entre 6 y 11 años
a partir de la aparición de los síntomas y en 3 o 4 años después de la diagnosis (Hu, et al.,
2009).
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La heterogeneidad de los diferentes síndromes englobados en el término DLFT hizo
necesario el establecimiento de unos criterios clínicos comunes (Neary, et al., 1998) para
adoptar una clasificación universal que a su vez facilitara el diagnostico de la enfermedad.
Según Neary (Neary, et al., 1998), usamos el término Demencia Frontotemporal
(DFT) para definir a un conjunto de síndromes clínicos cuya característica común es una
alteración progresiva del comportamiento o lenguaje en relación con una atrofia focal de
los lóbulos frontal y temporal del cerebro. Se distinguen tres variantes clínicas principales
en función de cuales son los síntomas predominantes y del momento de su aparición en la
evolución de la enfermedad: DFT variante conductual (DFT-vc), Demencia Semántica (DS)
y Afasia Primaria Progresiva No Fluente (APPNF). Cada variante está asociada con un patrón
diferente de atrofia cerebral y con diferentes características histopatológicas. Con el trans-
curso de la enfermedad puede ocurrir un solapamiento entre diferentes síndromes ya que
las diferencias entre atrofia frontal y temporal comienzan a ser más difusas (Kertesz, et al.,
2005).
2.1. Demencia Frontotemporal variante conductual (DFT-vc)
Constituye el síndrome clínico más frecuente y se caracteriza por la aparición precoz
(en los primeros 3 años) de cambios bruscos en la personalidad y conducta que suelen ir
acompañados de apatía y desinhibición. La enfermedad suele aparecer alrededor de los
58 años (Johnson, et al., 2005) aunque es frecuente que el comienzo de la clínica sea difícil
de precisar, ya que estos pacientes presentan una baja capacidad de introspección y la de-
tección de los primeros síntomas depende del grado de observación de familiares y cuida-
dores.
En las primeras etapas de la enfermedad, los pacientes no muestran signos de al-
teración en la memoria o en el lenguaje (Ikeda, et al., 2002,Liu, et al., 2004,Mendez, et
al., 2005,Miller, et al., 1997,Miller, et al., 2001) aunque sí se ha descrito que la mitad de
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los individuos diagnosticados de DFT-vc pueden presentar sintomatología motora, lo que
muestra un solapamiento entre la DFT y la Esclerosis Lateral Amiotrófica (ELA) (Lomen-Ho-
erth, et al., 2002).
Los pacientes presentan atrofia de los lóbulos frontal y temporal anterior. Se distin-
guen 3 subtipos clínicos en  función de las áreas prefrontales afectadas: dorsolateral (di-
sejecutivo, pseudodepresivo o de la convexidad), orbitomedial (desinhibido, pseudomaniaco
o pseudopsicopático) y mediofrontal (apático, hipocinético o de la circunvolución cingulada)
(Mega y Cummings, 1994,Serra-Mestres, 2001) .
2.2. Demencia Semántica (DS)
Los pacientes presentan alteraciones en el lenguaje y la memoria semántica, por
lo que los individuos afectados son incapaces de reconocer objetos, hechos y palabras o
su significado. Dado que los aspectos fonológicos y sintácticos permanecen intactos, se
produce un lenguaje espontáneo fluente pero con escaso contenido informativo acompa-
ñado de un déficit tanto en la nominación como en la comprensión (Rosen, et al., 2006,S.
O’Neill, 2006). 
La DS suele ir asociada a la atrofia del lóbulo temporal (Hodges, et al., 1992) y la
presentación clínica varía en función de que parte del lóbulo esté atrofiado. Los pacientes
que presentan predominantemente atrofia del lóbulo izquierdo se caracterizan por tener
trastornos de lenguaje sin afectación de la memoria, sin embargo cuando la atrofia predo-
minante es en la parte derecha del lóbulo temporal, los síntomas iniciales son trastornos
de conducta que hacen que en algunos casos pueda confundirse con DFT-vc (Seeley, et
al., 2005,Thompson, et al., 2003), estos pacientes desarrollan las características de pérdida
semántica unos 3 años después de la aparición de la enfermedad, probablemente porque
la degeneración se va extendiendo de un lóbulo temporal a otro.
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2.3. Afasia primaria progresiva no fluente (APPNF)
Los pacientes presentan un deterioro del lenguaje expresivo (alteración de los as-
pectos fonológicos y sintácticos) asociado con la atrofia del opérculo frontal izquierdo, las
áreas motora y premotora del cerebro y la ínsula anterior (Gorno-Tempini, et al., 2004,Jo-
sephs, et al., 2012). Se observan alteraciones en la fluidez de la conversación aunque la
comprensión se conserva en las fases iniciales de la enfermedad (Matias-Guiu y Garcia-
Ramos, 2013). De forma típica, el trastorno progresivo del lenguaje constituye la única ma-
nifestación durante los primeros dos años, posteriormente pueden aparecer alteraciones
en la memoria y la conducta aunque de forma menos frecuente que en la DFT-vc y la DS.
En un examen neurológico elemental se pueden observar similitudes con el Síndrome Cor-
ticobasal (SCB) y la Parálisis Supranuclear Progresiva (PSP). En la mayoría de los casos, la
APPNF está asociada a mutaciones en genes presentes en  el cromosoma 17, como los
genes que codifican para la proteína tau asociada a microtúbulos (MAPT) o la progranulina
(GRN) (Mesulam, et al., 2007,Snowden, et al., 2006).
2.4. Síndromes Secundarios 
Además de los síndromes clínicos principales, el espectro clínico de la DFT incluye
otras enfermedades como el Síndrome Corticobasal (SCB), la Parálisis Supranuclear Pro-
gresiva (PSP), la Gliosis Subcortical Progresiva (GSP), la demencia frontotemporal asociada
a motoneuronas (DFT-EMN), la enfermedad de Pick y la Demencia Frontotemporal y Par-
kinsonismo ligada al cromosoma 17 (DFTP-17) entre otras (Galan, et al., 2011,Sagarra Mur
y Olivan Usieto, 2010). 
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La principal anomalía patológica observada en el cerebro de pacientes de DLFT es
la atrofia de los lóbulos frontal y temporal acompañada de una relativa conservación de
las partes posteriores del cerebro hasta etapas avanzadas de la enfermedad (Brun y Pas-
sant, 1996,Short, et al., 2005). Además, a nivel histopatológico se observan agregados
anómalos de proteínas en el citoplasma o núcleo de las células afectadas (neuronas o glía)
(Trojanowski y Dickson, 2001) (Figura 2).
Fig. 2: Características patológicas de la DLFT. A) Atrofia de la región cortical y subcortical en un paciente de
APPNF. Barra de escala=5 cm. B) Marcaje del tejido cerebral con hematoxilina/eosina. Se observa pérdida neu-
ronal, gliosis y microvacuolación, especialmente en las capas corticales superiores. Barra de escala=200 micras.
C) Inclusiones citoplasmáticas de la proteína tau y astrogliosis ramificada (puntas de flecha) en un paciente
diagnosticado de enfermedad de Pick. D) Inclusiones citoplasmáticas de la proteína TDP-43 en las neuronas y
giro dentado de una paciente de DLFT-TDP. Barra de escala= 25 micras. Tomado de (Rabinovici y Miller, 2010).
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Los recientes avances en la neuropatología han permitido definir una nueva clasi-
ficación histopatológica de la DLFT apenas solapada con diagnósticos clínicos. Según Mac-
kenzie y colaboradores (Mackenzie, et al., 2011a,Mackenzie, et al., 2009,Mackenzie, et
al., 2010) todos los casos de DLFT pueden ser clasificados dentro 4 categorías principales
en función de la proteína predominante que se encuentra en las inclusiones presentes en
las células afectadas. 
3.1. DLFT con marcaje positivo para la proteína tau (DLFT-TAU)
El cerebro de los pacientes presenta agregados insolubles intracelulares de la pro-
teína tau hiperfosforilada (Mackenzie, et al., 2009). En condiciones normales, tau es una
proteína soluble presente en todas las células nucleadas. Esta proteína está codificada por
el gen MAPT y su función principal es la estabilización de los microtúbulos. Cuando tau es
anormalmente hiperfosforilada, pierde su actividad biológica, se disocia de los microtúbu-
los, se hace resistente a la degradación y se inducen cambios que la hacen insoluble para
finalmente formar los agregados propios de las taupatias.
Las inclusiones de tau pueden aparecer tanto en las formas esporádicas como he-
reditarias de la enfermedad (Yancopoulou y Spillantini, 2003). En las formas esporádicas,
estos agregados se forman como consecuencia de una variante polimórfica del gen MAPT.
Este polimorfismo es una de las causas principales de SCB, PSP así como de otras enfer-
medades neurodegenerativas como párkinson y alzhéimer (Baker, et al., 1999,Houlden, et
al., 2001,Kwok, et al., 2004,Myers, et al., 2007,Rademakers, et al., 2005). En la DLFT de
tipo familiar, los agregados de tau son consecuencia de mutaciones puntuales en el gen
MAPT que pueden dan lugar a diferentes síndromes clínicos primarios como la DS o la DFT-
vc y secundarios como el SCB, la PSP, la enfermedad de Pick y DFTP-17 (Hutton, et al.,
1998,Spillantini y Goedert, 2013,Spillantini, et al., 1998).
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3.2. DLFT con marcaje positivo para la proteína TDP-43 (DLFT-TDP)
En el año 2006 se identificó que la proteína TDP-43 (TARDNA-Binding Protein 43)
era el componente principal de las inclusiones intracelulares tau-negativas y ubiquitin-po-
sitivas que se encuentran en el hipocampo, neocórtex y médula espinal de algunos pacien-
tes de DLFT (Grossman, et al., 2007b,Neumann, et al., 2006). 
TDP-43 es una proteína de 414 aminoácidos, con un peso molecular de 43 kDa,
codificada por el gen TARDBP (TARDNA-Binding Protein) que se encuentra en el cromosoma
1 (Ou, et al., 1995). Esta proteína se identificó por primera vez asociada a las secuencias
terminales repetidas largas (LTR, del inglés Long Terminal Repeat) del virus de inmunode-
ficiencia humana 1  (VIH-1) (Ou, et al., 1995).  Por su estructura, TDP-43 pertenece al grupo
de las proteínas ribonucleares heterogéneas (hnRNPs, del inglés heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins) (Dreyfuss, et al., 1993), concretamente a la subclase de las proteínas
2xRBD-Gly (2-RNA-binding domain Glycine). Se ha descrito que esta proteína tiene un do-
minio carboxilo-terminal (C-terminal) rico en glicinas necesario para algunas de las funcio-
nes mejor caracterizadas de la proteína como el splicing (Ayala, et al., 2005) y dos dominios
de unión a ARN (RBDs por sus siglas en ingles, RNA-binding domain) muy conservados evo-
lutivamente (Wang, et al., 2004).
En condiciones fisiológicas, TDP-43 es una proteína predominantemente nuclear,
altamente conservada y de expresión ubicua (Ayala, et al., 2008b,Wang, et al., 2002) cuya
función principal es  la regulación de la expresión génica a través de su capacidad de unirse
tanto a ADN como a ARN (Buratti y Baralle, 2008). TDP-43 es la encargada de la regulación
del proceso de splicing (Boyault, et al., 2007,Mercado, et al., 2005,Wang, et al., 2004) y la
estabilización de los ARN mensajeros que codifican para proteínas involucradas en el des-
arrollo, plasticidad sináptica y neurodegeneración (Belly, et al., 2005,Strong, et al.,
2007,Wang, et al., 2008), por otro lado, también está involucrada en el procesamiento de
micro ARN (miARN) (Kawahara y Mieda-Sato, 2012) y en la estabilidad del genoma (Ayala,
et al., 2008a,Baechtold, et al., 1999,Warraich, et al., 2010). En su forma patológica, TDP-
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43 se encuentra anormalmente fosforilada, ubiquitinada, cortada en fragmentos C-termi-
nales de 25KDa de peso molecular y formando agregados insolubles en el citoplasma de
las células afectadas (Arai, et al., 2010,Buratti y Baralle, 2008,Hasegawa, et al.,
2008,Kwong, et al., 2007,Neumann, et al., 2006,Neumann, et al., 2009b) (Fig.3). 
Hasta el momento no se sabe muy bien por qué se forman los agregados de TDP-
43 patológica, se piensa que la hiperfosforilación hace a la proteína insoluble (Igaz, et al.,
2009,Neumann, et al., 2006) aunque no parece necesaria para su posterior corte, agre-
gación y toxicidad (Y.J. Zhang, et al., 2009). Tampoco está claro que el corte por caspasas
sea esencial para la formación de las inclusiones neuronales (Johnson, et al., 2008,Y.J.
Zhang, et al., 2009), aunque sí que hay bastantes evidencias que muestran que el dominio
rico en glicinas de la TDP-43 podría ser básico para su agregación (D’Ambrogio, et al.,
2009). 
Fig. 3: Características fisiológicas y patológicas de TDP-43: A) En condiciones fisiológicas, TDP-43 reside priori-
tariamente en núcleo y tiene un papel importante en la regulación de la expresión génica. B) En condiciones
patológicas, TDP-43 sale del compartimento nuclear y se acumula en el citoplasma. En este caso la proteína
se encuentra ubiquitinizada, hiperfosforilada y cortada en fragmentos C-terminales. Además se ha demostrado
que es menos soluble que en condiciones fisiológicas y más propensa a la formación de agregados. Adaptado
de (Chenk-plotkin, et al., 2010) 
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En la mayor parte de los casos, la patología de TDP-43 suele ir asociada a mutacio-
nes en el gen GRN (Josephs, et al., 2007,Mackenzie, et al., 2006b), aunque también se
encuentran inclusiones de TDP-43 en formas esporádicas de DLFT y asociadas mutaciones
menos comunes en otros genes como VCP (del ingés Valosin-containing protein), CHMP2B
(del inglés chromatin-modifying protein 2B),  C9ORF72 (del inglés chromosome 9 open re-
ading frame 72) e incluso a el propio gen TARDBP que codifica para TDP-43 (Barmada y
Finkbeiner, 2010,Cairns, et al., 2007b,Gitcho, et al., 2009a,Mackenzie, et al., 2013,Neu-
mann, et al., 2007b,Neumann, et al., 2006). Los síndromes clínicos asociados a las formas
familiares de la enfermedad son la DFT-vc, SCB y DS. En los casos esporádicos, la patología
de la TDP-43 se suele encontrar asociada a la DFT-EMN aunque también se han encontrado
inclusiones de TDP-43 en las neuronas motoras de hasta un 10% de los casos de DLFT en
los que no había síntomas clínicos de EMN (Dickson, 2008). Es muy común encontrar in-
clusiones de TDP-43 en otros síndromes clínicos relacionados con la DLFT como la Escle-
rosis Lateral Amiotrófica (ELA), normalmente asociadas a mutaciones en el gen que codifica
para TDP-43 (TARDBP), y en algunos casos de Esclerosis Lateral Primaria. Por otro lado, la
patología de la TDP-43 parece ser una marca secundaría de algunas enfermedades neuro-
degenerativas como la enfermedad de Alzheimer (Xu, et al., 2013), la enfermedad de Par-
kinson (EP) (Rayaprolu, et al., 2013) y la enfermedad de Hunttington (Tauffenberger, et al.,
2013).
Debido a la publicación simultánea de dos trabajos que describían la heterogenei-
dad patogénica en casos de DLFT asociada a inclusiones ubiquitin-positivas y tau-negativas
(Mackenzie, et al., 2006a,Sampathu, et al., 2006) se generaron dos sistemas diferentes
de clasificación de la DLFT asociada a inclusiones de TDP-43 (DLFT-U/DLFT-TDP) que eran
usados de modo indiferente. Recientemente se ha propuesto el uso de un solo sistema
(Mackenzie, et al., 2011a) armonizando las dos clasificaciones que hasta entonces estaban
en uso (Tabla 1). Según esta clasificación existen cuatro subtipos diferentes de DLFT-TDP:
A, B, C y D (Figura 4). El Tipo A se caracteriza por numerosas neuritas distróficas y la pre-
sencia de inclusiones neuronales citoplasmáticas e intranucleares normalmente asociadas
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a mutaciones en GRN (Josephs, et al., 2007,Mackenzie, et al., 2006b,Mackenzie, et al.,
2010). El Tipo B se caracteriza por la presencia de un número moderado de inclusiones ci-
toplasmáticas neuronales y muy pocas neuritas distróficas. El tipo C muestra una predo-
minancia de neuritas distróficas y muy pocas inclusiones citoplasmáticas neuronales.
Finalmente, el Tipo D se refiere a la patología asociada con IBMPFD o Enfermedad de Paget
(del inglés, Inclusion Body Myopathy with Paget Disease) causada por mutaciones en el
gen VCP caracterizada por numerosas neuritas distróficas y la presencia de frecuentes in-
clusiones lentiformes intranucleares y relativamente escasas inclusiones citoplasmáticas
(Neumann, et al., 2006).
Tabla 1: Sistema de clasificación para la DLFT-TDP (Mackenzie, et al., 2011a)
DFT-vc: Variable comportamental de la DLFT, DFT-EMN: Demencia frontotemporal asociada a enfermedad de
la motoneurona, DS: Demencia semántica, IBMPFD: Miopatía con cuerpos de inclusión asociada a la enfer-
medad de Paget y demencia frontotemporal (inclusión body myopathy with paget´s disease of bone and fron-
toemporal dementia),  GRN: Gen progranulina, VCP: Gen Valosin containing protein
Sistema Nuevo (Mackenzie,et al., 2006b)
(Sampathu, et
al., 2006) Síndrome clínico
Defectos Genéticos
Asociados
Tipo A
Tipo B
Tipo C
Tipo D
Tipo 1
Tipo 3
Tipo 2
Tipo 4
Tipo 3
Tipo 2
Tipo 1
Tipo 4
DFT-vc APPNF
DFT-vc DFT-EMN
DS DFT-vc
IBMPFD
Mutaciones en GRN
Asociado al
cromosoma 9
-
Mutaciones en VCP
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Fig. 4. Histopatología de la TDP-43: La inmunohistoquímica usando anticuerpos anti-TDP-43 revela un marcaje
de TDP-43 dentro de las inclusiones ubiquitinizadas (marcaje marrón). La patología de TDP-43 en la DLFT-TDP
puede ser clasificado en diferentes subtipos. A) Patología de Tipo A, B) Patología de Tipo C  C,D) Patología de
Tipo B en neuronas corticales E,F) Inmunohistoquímica mostrando las inclusiones citoplasmáticas de TDP-43
(cabezas de flecha) y la pérdida nuclear (flechas) en neuronas del giro dentado del hipocampo. Otras morfologías
de la histopatología de TDP-43 incluyen G) inclusiones intranucleares H) Inclusiones lentiformes I) Inclusiones
circulares en las motoneuronas de la médula espinal. Tomado de (Neumann, et al., 2006).
3.3. DLFT con marcaje positivo para  la proteína FUS (DLFT-FUS)
En un 5-20% de los casos de DLFT, las células afectadas presentan inclusiones
tau/TDP-43 negativas cuyo principal componente es la proteína de unión a ADN/ARN Fused
in Sarcoma (FUS) (Mackenzie, et al., 2011b,Neumann, et al., 2009a). En condiciones nor-
males esta proteína se expresa de forma ubicua y su principal función es la regulación de
la expresión génica. Se ha descrito que translocaciones cromosómicas del gen FUS llevan
a la formación de sarcomas (Kwiatkowski, et al., 2009,Lagier-Tourenne y Cleveland, 2009)
y que las mutaciones en este gen están asociadas a formas familiares de ELA (Kwiatkowski,
et al., 2009), mientras que los casos de DLFT-FUS son en su mayoría esporádicos. 
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El fenotipo clínico asociado a la patología de FUS se caracteriza por una aparición
muy temprana de la enfermedad (sobre los 38 años de edad), cambios en el comporta-
miento y la atrofia del núcleo caudado (Neumann, et al., 2009a,Seelaar, et al., 2010). Las
inclusiones de FUS son similares en morfología y distribución a las de TDP-43, aunque al
contrario que en DLFT-TDP una pequeña parte de FUS nuclear permanece en las neuronas
afectadas. 
3.4. DLFT con marcaje positivo para Proteínas Ubiquitinizadas del Sistema de Pro-
teasoma (UPS de Ubiquitin Proteasome System) (DLFT-UPS)
La DLFT-UPS engloba un pequeño número de  casos con inclusiones tau/TDP-
43/FUS negativas que reacciona inmunohistoquímicamente con proteínas ubiquitinadas
del proteasoma (Urwin, et al., 2010). La presentación clínica más comúnmente asociada a
la DLFT-UPS  es la DLFT ligada al cromosoma 3 causada por mutaciones en el gen CHMP2B
(Holm, et al., 2007,Holm, et al., 2009). Se ha planteado la posibilidad de que estas inclu-
siones tengan una composición heterogénea resultante de defectos en la función endoso-
mal de las células afectadas (Urwin, et al., 2009).
3.5. DLFT no asociada a inclusiones (DLFT-ni)
En una pequeña parte de los pacientes de DLFT no se aprecian inclusiones visibles
de ninguna proteína en las células afectadas (Giannakopoulos, et al., 1995) y por eso se
ha designado a este subtipo como DLFT no asociada a inclusiones (DLFT-ni).
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Aproximadamente, entre el 40 y el 50% de los casos de Demencia Lobar Fronto-
temporal (DLFT) presentan un historial familiar de la enfermedad (See, et al., 2010), de los
cuales, alrededor de un 10% muestran una herencia autosómica dominante (Goldman, et
al., 2007,Rademakers, et al., 2012,Sieben, et al., 2012).
Las características neuropatológicas de las variantes hereditarias de la enfermedad
son similares a las de formas esporádicas siendo algunas de las más comunes la presencia
de inclusiones neuronales y gliales de tau (DLFT-TAU) (McKhann, et al., 2001) y de TDP-43
(DLFT-TDP) (Cairns, et al., 2007b),  aunque también hay algunos casos en los que la enfer-
medad puede no estar asociada a ningún rasgo patológico distintivo (DLFT-ni) (Mackenzie,
et al., 2006c).
Los fenotipos clínicos más frecuentemente asociados a formas familiares de DLFT
son la DFT-vc y la DLFT con características de  ELA (DLFT-ELA), sin embargo las formas fa-
miliares de DLFT son menos comunes en pacientes diagnosticados de DS.
Hasta la fecha se han descrito varios genes que están implicados en la etiología de
la DLFT. La mayoria de los casos de DLFT familiar están asociados a mutaciones en dos
genes situados en el cromosoma 17q21, el gen MAPT (del inglés Microtubule associated
protein tau) (Poorkaj, et al., 1998,Spillantini, et al., 1998) y el gen progranulina (GRN)
(Baker, et al., 2006,Cruts, et al., 2006) (Fig.4). Además, aunque de forma menos numerosa,
también se han identificado mutaciones asociadas a la DLFT en otros genes como TARDBP
(Gitcho, et al., 2009a), CHMP2B (Holm, et al., 2007), VCP (Watts, et al., 2004) y C9ORF72
(DeJesus-Hernandez, et al., 2011). Cada año aparecen nuevos genes relacionados con la
DLFT por lo que es fácil pensar que el número de genes conocidos que se relacionan con
la aparición de la enfermedad va a ir en aumento. En este sentido, recientemente se han
identificado mutaciones raras asociadas a DLFT y ELA en el gen sequestome-1 (SQSTM1)
(Le Ber, et al., 2013), Ubiquilin 2 (UBQLN2) (Deng, et al., 2011,Vengoechea, et al., 2013a)
y heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2B1 (hnRNPA2B1) (H.J. Kim, et al., 2013).
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4.1. DLFT asociada a mutaciones en MAPT
Las primeras mutaciones asociadas a formas familiares de DLFT se descubrieron
en el año 1998 en el gen MAPT (Poorkaj, et al., 1998,Spillantini, et al., 1998) que codifica
para la proteina tau. En las neuronas, esta proteína es la encargada del ensamblaje y es-
tabilización de los microtúbulos axonales. La estructura de tau se caracteriza por la pre-
sencia de una zona de unión a los microtúbulos (Lee, et al., 1989,Trinczek, et al., 1995)
flanqueada por un fragmento C-terminal y otro N-terminal. La región mejor caracterizada
es la de unión a los microtúbulos que se encuentra codificada por el exón 10. Se ha descrito
que mediante un proceso del splicing del ARN mensajero, se generan seis isoformas de
tau que se diferencian entre sí por el número de repeticiones de una secuencia de amino-
ácidos en la región encargada de unirse a los microtúbulos, 4R (cuatro repeticiones) y 3R
(tres repeticiones) (Himmler, 1989) (Fig. 5B).
Hasta la fecha se han descrito alrededor de 37 mutaciones en MAPT asociadas con
la DLFT que, independientemente de su naturaleza, llevan al desensamblaje de tau de los
microtúbulos, su fosforilación y posterior agregación (Alzheimer disease and frontotemporal
dementia mutation database, www.molgen.ua.ac.be/FTDMutations) (Goedert y Jakes,
2005,Wolfe, 2009).  La mayoría de las mutaciones producen anomalías en el splicing del
exón 10 del dominio de unión a los microtúbulos variando la proporción entre las isoformas
3R/4R de la proteína (D’Souza, et al., 1999,Stanford, et al., 2003). Aunque de modo menos
frecuente, también hay mutaciones asociadas a la DLFT fuera del domino de unión a los
microtúbulos, por ejemplo mutaciones que producen la pérdida del fragmento C-terminal
de tau y que promueven la inestabilidad de los microtúbulos, o una mutación en la región
N-terminal que impide el transporte intracelular neuronal debido a que tau pierde su capa-
cidad de unión a la subunidad p150 del complejo de dinactina (Magnani, et al., 2007). Ade-
más, se han descrito algunas mutaciones sin sentido (Alonso Adel, et al., 2004) o que
impiden la unión de tau a la principal fosfatasa del cerebro (fosfatasa 2A)  (Goedert, et al.,
2000) que podrían ser responsables de la hiperfosforilación que induce a tau a asociarse
formando filamentos (Alonso, et al., 2001). 
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Las mutaciones en MAPT tienen una alta penetrancia y sitúan el comienzo de los
síntomas de la DLFT entre los 40 y 60 años (media de 55 años), estimándose una duración
de la enfermedad de 8 a 10 años (Goldman, et al., 2007). Los portadores de la mutación
pueden presentar déficits cognitivos décadas antes de la aparición de la demencia, sugi-
riendo un posible trastorno en el desarrollo del SNC (Geschwind, et al., 2001). El fenotipo
clínico asociado a las mutaciones en MAPT es variable, incluyendo DFT-vc, DS, APPNF, SCB,
PSP, enfermedad de Pick y son responsables del 13% de los casos de DFTP-17 (D’Souza,
et al., 1999,Hogg, et al., 2003,Hutton, et al., 1998,Pickering-Brown, et al., 2004,Spillantini
y Goedert, 2013,Spillantini, et al., 1998,Wilhelmsen, et al., 1994).
Fig. 5. Representación esquemática de la localización cromosómica, y estructuras genómica y proteica de los
genes GRN y MAPT. Ambos genes se localizan muy cerca uno de otro en el cromosoma 17 A) La estructura del
gen GRN consiste en 12 exones codificantes y uno no codificante. B) El gen MAPT está formado por 14 exones
que codifican para la 6 isoformas diferentes de la proteína tau generadas por el proceso de splicing del  ARN
mensajero que varían entre si por el número de repeticiones que contienen en los motivos de unión a los mi-
crotubulos. Adaptado de  (Aswathy, et al., 2010)
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4.2. DLFT asociada a mutaciones en GRN
La progranulina (PGRN), también conocida como precursor de granulina-epitelina,
proepitelina o acrogranina (Bateman, et al., 1990,Bhandari y Bateman, 1992,Shoyab, et
al., 1990) es un precursor proteico de 68 KDa de peso molecular que es secretado en su
forma glicosilada de 88KDa y cortado de forma específica por la elastasa para generar
unos péptidos ricos en cisteínas de 6KDa de peso molecular llamados granulinas (GRN)
(He y Bateman, 2003). En condiciones normales existe un balance entre la PGRN completa
y los péptidos de GRN que es mantenido por la acción del inhibidor de la proteasa secretora
de leucocitos (SLPI de sus siglas en inglés Secretory Leukocyte protease inhibitor) que se
encarga de inhibir la acción proteolítica de la elastasa (Zhu, et al., 2002) (Fig. 6). 
Fig. 6. Representación esquemática del gen GRN, ARN mensajero y la PGRN: El gen GRN consiste en 12 exones
que se transcriben a ARN mensajero de un modo en el que cada dominio granulina va a ser codificado por dos
exones distintos del gen GRN. Después de la traducción se produce un precursor de PGRN formada por una
secuencia señal (naranja), necesaria para la secreción, seguida por 7.5 repeticiones en tándem de 12 motivos
ricos en cisteinas separados por secuencias unión que se cortaran por la elastasa para generar las granulinas
maduras. SLPI inhibe la acción proteolítica de la elastasa. 
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Como se muestra en la figura 5A, la PGRN se encuentra codificada por un único
gen (GRN) localizado en el cromosoma 17q21, muy cerca del gen MAPT. La región codifi-
cadora del gen GRN se extiende a lo largo de 3700 y está formada por 12 exones codifi-
cantes separados por 11 pequeños  intrones. Cada uno de las dominios granulina ricos en
cisteína que forman la PGRN completa se encuentran codificados por dos exones no equi-
valentes que van a dar lugar a cada una de las granulinas maduras (Bhandari y Bateman,
1992) 
Desde el año 2006, en el que se describió por primera vez que las mutaciones en
progranulina (GRN) eran una causa de la DLFT (Baker, et al., 2006,Cruts, et al., 2006,Mac-
kenzie, et al., 2006b), se han descrito 69 mutaciones patogénicas diferentes asociadas a
la enfermedad, identificadas en 231 familias en todo el mundo, que representan alrededor
del 16% de los afectados de DLFT (Alzheimer disease and frontotemporal dementia muta-
tion database, www.molgen.ua.ac.be/FTDMutations) (Gijselinck, et al., 2008). Las muta-
ciones en GRN pueden ser de diferentes tipos entre los que se incluyen mutaciones de
desfase del marco de lectura (frameshift en inglés), mutaciones que afectan al correcto
splicing del ARN mensajero, mutaciones sin sentido (nonsense en inglés), mutaciones en
el péptido señal, mutaciones que provocan alteraciones en la secuencia Kozak del ARN
mensajero y mutaciones de cambio de sentido (missense en inglés) (Gass, et al., 2006)
(Fig. 7 y 8). Independientemente del mecanismo, la mayoría de las mutaciones descritas
hasta la fecha se encuentran en heterocigosis y resultan en la aparición de un codón ter-
minación prematuro en el ARN mensajero del alelo mutante llevando a la rápida degrada-
ción de éste mediante el proceso de NMD (nonsense mediated decay). El resultado final
es por tanto la pérdida del 50% de la proteína, siendo así la haploinsuficiencia de PGRN el
mecanismo que causa la enfermedad (Baker, et al., 2006,Cruts, et al., 2006,Gass, et al.,
2006,Gijselinck, et al., 2008,Le Ber, et al., 2007,Mukherjee, et al., 2008,Yu, et al., 2010).
Por otro lado, algunas mutaciones patogénicas, como por ejemplo las mutaciones sin sen-
tido (missense) generan una proteína no funcional o inestable sin producir un alelo nulo,
por lo tanto, parece que estas mutaciones causan la enfermedad por un mecanismo de
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haploinsuficienca funcional (van der Zee, et al., 2007). Además de las mutaciones asocia-
das a la DLFT, se han descrito otras mutaciones en GRN cuyo papel en la patogénesis de
enfermedades neurodegenerativas es todavía desconocido (Rademakers y Rovelet-Lecrux,
2009), se postula que muchas de esas mutaciones no son patogénicas o que podrían cau-
sar otras enfermedades neurodegenerativas como EA (Bernardi, et al., 2009,Sleegers, et
al., 2010) En las figuras 7 y 8 se muestra esquemáticamente las mutaciones codificantes
y no codificantes en GRN descritas hasta la fecha.
Fig. 7: Representación esquemática de la PGRN mostrando las mutaciones codificantes. Los 7,5 dominios gra-
nulina se encuentran alineados y conectados uno a otro por los dominios inter-granulinas. El péptido señal se
muestra con una sombra gris. Las posiciones respectivas de cada dominio granulina están indicadas a la iz-
quierda de la figura. Los residuos cisteína altamente conservados estan indicados por barras verticales azul
oscuro mientras que los dominos conservados de otros aminiácidos que no son cisteina están marcados en
azul claro. Las uniones exon-exon estan marcados con lineas verticales en sus respecitvos residuos. Las mu-
taciones en GRN en las regiones codificantes que afectan a la secuencia de la proteina se muestran coloreadas
en sus respectivos aminoácidos tal y como se cita en el la leyenda de la figura.  Adaptado de (Gijselinck, et al.,
2008) y Alzheimer disease and frontotemporal dementia mutation database, (www.molgen.ua.ac.be/FTDMu-
tations)
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Fig. 8. Representación esquemática del gen GRN mostrando las mutaciones no codificantes o silenciosas. Los
exones codificantes están indicados en color verde. Las mutaciones están marcadas en diferentes colores tal
y como se indica en la leyenda de la figura.  Adaptado de (Gijselinck, et al., 2008).
En contraste con las mutaciones en MAPT, que suelen causar la enfermedad por
la ganancia de una función tóxica de tau, las consecuencias patogénicas de las mutaciones
en GRN se deben probablemente a la pérdida de función de la proteína (Gass, et al., 2006).
La PGRN tiene efectos neurotróficos, de modo que la haploinsuficiencia de PGRN puede
inducir una respuesta inadecuada al daño neuronal o fallos en la sinapsis de las neuronas
de afectadas (Petoukhov, et al., 2013). Aunque la PGRN es una proteína de expresión sis-
témica, la patología asociada a las mutaciones en este gen está altamente restringida a
las neuronas de la corteza frontal y temporal del cerebro (Daniel, et al., 2000), sin embargo,
hasta la fecha se desconoce el motivo por el cual las células de la corteza frontal y temporal
son más sensibles a la pérdida de PGRN.
En todos los casos de DLFT causada por mutaciones en GRN se observan inclusio-
nes citoplasmáticas y agregados intranucleares de la proteína TDP-43 en las neuronas afec-
tadas y en las células de la glía (Eriksen y Mackenzie, 2008,Mackenzie, et al., 2011b)
además de pérdida neuronal por astrogliosis y microgliosis. El fenotipo clínico es variable y
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no existe una clara correlación genotipo/fenotipo (Le Ber, et al., 2008) siendo algunos de
los síndromes más comunes la DFT-vc y SCB y en menos medida APPNF (Gass, et al., 2006).
Se ha descrito que el rango de edad de aparición de la enfermedad es muy amplio pudiendo
variar entre los 35 y los 89 años. La penetrancia también es variable  siendo de alrededor
de un 50% en personas menores de 60 años y del 90 % en mayores de 70 (van Swieten y
Heutink, 2008). Además de los casos familiares, también se han encontrado mutaciones
en GRN en 3.2% de casos de DLFT esporádica  (Le Ber, et al., 2007), en contraste con las
mutaciones en MAPT que son extremadamente raras en casos esporádicos de DLFT. Es
conveniente destacar que no todos los individuos portadores de mutaciones patológicas
en GRN desarrollan los síntomas de la DLFT por lo que además de las características pa-
tológicas asociadas a las mutaciones en GRN debe de haber algún factor ambiental que
sea el detonante de la aparición de la enfermedad (Gass, et al., 2006).
4.3 DLFT asociada a mutaciones en VCP
Las mutaciones en el gen VCP, localizado en el cromosoma 9p13.3 están ligadas a
un síndrome que causa DLFT autosómica dominante asociada con IBMPFD o enfermedad
de Paget (Dai y Li, 2001,Watts, et al., 2004). La proteína VCP es una adenosina trifosfatasa
que actúa como una chaperona molecular relacionada con múltiples funciones celulares
como la degradación de proteínas dependiente de ubiquitina, la regulación del ciclo celular
y la apoptosis (Watts, et al., 2004). Muchas de las mutaciones en VCP están localizadas
dentro o cerca del dominio de unión a ubiquitina (Watts, et al., 2004). 
La neuropatología más comúnmente asociada a mutaciones en VCP es la presencia
de neuritas distróficas y numerosas inclusiones intranucleares cuya proteína mayoritaria
es TDP-43 (Forman, et al., 2006,Neumann, et al., 2007b).
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4.4. DLFT asociada a mutaciones en CHMP2B
El análisis del genoma de una familia danesa con un largo historial de DLFT permitió
identificar una mutación compleja en el gen CHMP2B situado en el cromosoma 3p11.2
(Skibinski, et al., 2005) que no se ha encontrado en otras formas familiares de DLFT. La
proteína codificada por este gen es un componente del complejo secretor endosomal tipo
III requerido para el transporte (ESCRTIII, del inglés Endosomal secretory complex required
for transport) (Momeni, et al., 2006). La mutación consiste en un splicing aberrante del
exón 6 que da lugar a una proteína truncada (Skibinski, et al., 2005). La disfunción en ES-
CRTIII da lugar a la presencia de cuerpos endosomales y una reducción del recambio de
proteínas (Babst, et al., 2002).  La marca patológica de los individuos portadores de la mu-
tación es la presencia de inclusiones intracelulares ubiquitinizadas negativas para TDP-43,
posiblemente formadas a partir de los cuerpos endosomales como consecuencia de la al-
teración en la proteína ESCRTIII, por lo que el subtipo patológico al que pertenecen sería
DLFT-UPS (Holm, et al., 2007). 
Además de a la DLFT, las mutaciones en CHMP2B también están asociadas a ELA
y DFT-ELA (Parkinson, et al., 2006).
4.5. DLFT asociada a mutaciones en C9ORF72
Recientemente se ha identificado una mutación en C9ORF72 asociada con DLFT y
ELA (DeJesus-Hernandez, et al., 2011). Esta mutación consiste en una repetición expandida
de 6 nucleótidos y es considerada una de las principales causas de la DFT-vc y enfermedad
de las motoneuronas (EMN) (Benussi, et al., 2013). La penetrancia de esta mutación es
muy alta por encima de los 80 años y es casi exclusiva de las formas familiares de la en-
fermedad. En la DLFT, la patología característica asociada a este tipo de mutaciones es la
presencia de inclusiones de TDP-43 en las neuronas afectadas (Mahoney, et al., 2012,Ren-
ton, et al., 2011).
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4.6. DLFT asociada a mutaciones en TARDBP
Aunque las mutaciones en TARDBP se asocian más comúnmente a la ELA que a
DLFT (Neumann, 2013), se han descrito mutaciones en el gen que codifica para la proteína
TDP-43 en individuos diagnosticados de algunos síndromes clínicos secundarios de la en-
fermedad como la DFT-EMN (Gitcho, et al., 2009a,Kaivorinne, et al., 2012,Yokoseki, et al.,
2008) y la demencia semántica  (Gelpi, et al., 2013). Además, también se ha descrito una
mutación de cambio de sentido en TARDBP en un paciente con DLFT-TDP que presentaba
cambios en el comportamiento pero no se apreciaban síntomas clínicos de EMN (Kovacs,
et al., 2009). 
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Tradicionalmente se ha considerado a la DLFT un grupo heterogéneo de enferme-
dades neurodegenerativas en las que resultaba muy complicado establecer una relación
entre la presentación clínica y el proceso patológico subyacente, por lo que era imposible
deducir la naturaleza de las manifestaciones clínicas a partir del diagnóstico patológico.
Actualmente, gracias a los avances en genética molecular y bioquímica se puede aproximar
una correlación clínico-patológica y genética que facilita el diagnóstico de la enfermedad.
La tabla 2 muestra un resumen de las diferentes presentaciones clínicas de la DLFT rela-
cionándolas con la histopatología de la enfermedad y las mutaciones asociadas. 
Tabla 2: Correlación clinico-patológica y genética de la DLFT
(+): Variante rara. (*): Los casos de DLFT-FUS son es su mayoría esporádicos. Las mutaciones en FUS suelen
estar asociadas con la ELA.
En el diagnóstico de la DLFT, el primer paso es diferenciar la enfermedad de otros
síndromes clínicos con sintomatología parecida como pueden ser perturbaciones metabó-
licas, deficiencias nutricionales, infecciones del SNC, abuso de sustancias, enfermedad va-
cuolar, toxicidad de metales pesados y condiciones primarias neoplásicas y paraneoplásicas
o de otras enfermedades neurodegenerativas con las que comparte algunos síntomas como
EP o ELA. El estudio cuidadoso del historial médico de los individuos permite realizar un
diagnóstico primario basándose en unos criterios diagnósticos establecidos que permiten
asignar a cada individuo unos síndromes clínicos determinados  (Litvan, et al.,
2003,McKhann, et al., 2001,Neary, et al., 1998,Rascovsky, et al., 2011). El diagnóstico se-
cundario, más específico, se lleva a cabo mediante técnicas de neuroimagen o el análisis
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Gen Patología Síndrome Clínico
MAPT
TARDBP
GRN
C9ORF7
VCP
CHMP2
FUS (*)
DLFT-TAU
DLFT-TDP
DLFT-TDP
DLFT-TDP
DLFT-TDP
DLFT-UPS
DLFT-FUS
DFT-vc    APPNF     DS     DFTP-17     DFT-EMN     PSP     SCB     IBMPFD
+
(+)
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
(+)
+
+
+
+
+ +
(+)
+
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de biomarcadores específicos de la enfermedad. Los resultados obtenidos mediante el uso
de estas técnicas son reproducibles a nivel de grupo pero no siempre se correlacionan con
cada paciente individual, es decir, el diagnóstico siempre será aproximado hasta que la
evaluación post mortem del cerebro de los pacientes aporte datos concretos de las carac-
terísticas patológicas de cada individuo.
Un método alternativo para diagnosticar las enfermedades neurodegenerativas es
el uso de biopsias del cerebro de los pacientes. Éste método aporta información necesaria
para el diagnostico de la enfermedad ante  mortem, aunque sólo es útil en una minoría de
los casos ya que es un método  muy invasivo y peligroso para el paciente. 
Debido a las dificultades para realizar un diagnóstico preciso de la enfermedad,
existe una necesidad urgente de buscar biomarcadores específicos que puedan ser usados
para diagnosticar la DLFT en casos familiares o esporádicos de DLFT de un modo preciso,
asequible y poco invasivo para el paciente. 
5.1. Criterios Diagnósticos de la DLFT
La heterogeneidad clínica e histopatológica de la DLFT supuso una dificultad para
definir unos criterios diagnósticos que facilitaran su clasificación. En 1994, Lund y Man-
chester (Lund, 1994) elaboraron los primeros criterios clínico-patológicos cuya principal
aportación fue una buena discriminación de la DFT frente a la Enfermedad de Alzheimer
(EA).  Más tarde, el grupo de Neary (Neary, et al., 1998) estableció unos nuevos criterios
donde se definían las características clínicas de los tres síndromes principales de la DFT:
Demencia frontotemporal variante frontal (DFT), Afasia Primaria Progresiva No Fluente
(APPNF) y la Demencia Semántica (DS). En 2001, Mackhan y colaboradores (McKhann, et
al., 2001) establecieron unos criterios más simples aunque presentaban el inconveniente
de que no permitían discriminar correctamente la DFT de algunas formas de EA. Los re-
cientes avances en la genética molecular, la bioquímica y la neuropatología han permitido
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establecer unas nuevos criterios de diagnosis basados en marcas neuropatológicas de la
enfermedad (Cairns, et al., 2007a). En este caso se propone una diferenciación entre las
taupatías (DLFT-TAU), a las que se habían asignado unos síndromes clínicos, de las ubiqui-
tinopatías  (DLFT-U) caracterizadas por la presencia de inclusiones intracelulares de la pro-
teína TDP43. 
El estudio neuropsicológico del paciente usando los criterios de diagnosis estable-
cidos (McKhann, et al., 2001) permite asociar las características fenotípicas del individuo
a un síndrome clínico concreto, aunque harán falta otras pruebas más objetivas, como el
uso de técnicas de neuroimagen o estudios genéticos (en el caso de DLFT familiar) para
poder hacer un diagnóstico más exacto. El problema de los estudios neuropsicológicos es
que es difícil realizar un diagnóstico precoz de la enfermedad ya que normalmente las ca-
racterísticas fenotípicas en las que se basan como medio de diagnosis son marcas que
aparecen en fases avanzadas de la enfermedad.
5.2. Neuroimagen en DLFT
El uso de las técnicas de neuroimagen es de gran ayuda en la diagnosis de la DLFT.
Las más usadas son las técnicas de imagen funcional y metabólica como la tomografía por
emisión de positrones o PET (Positron emission tomography), la tomografía computarizada
de emisión monofotónica o SPECT (en inglés Single Photon Emission Computed Tomo-
graphy) y la resonancia magnética de imagen o MRI (por sus siglas en inglés, Magnetic Re-
sonance Imaging). La figura 9 muestra algunos ejemplos de imágenes obtenidas mediante
estas técnicas.
Carolina Alquézar Burillo
59
Introducción carol_Maquetación 1  22/01/2014  15:58  Página 59
Degeneración Lobar Frontotemporal asociada a mutaciones en progranulina
60
Fig. 9: Imágenes obtenidas mediante las técnicas de neuroimagen en un individuo diagnosticado de DLFT aso-
ciada a mutaciones en GRN. La imagen de la izquierda es una sección coronal obtenida por MRI y la de la de-
recha es una sección transaxial y otra  coronal obtenida con el SPECT. Se observa una atrofia asimétrica más
predominante en el lóbulo izquierdo del cerebro y baja perfusión en los lóbulos frontal y temporal. Tomado de
(Snowden, et al., 2006).
Estas técnicas permiten la identificación de unas marcas anatómicas característi-
cas desde etapas tempranas de la enfermedad que permiten predecir con bastante preci-
sión el subtipo clínico de la DLFT ya que, como muestra la tabla 3, existe una correlación
bastante clara entre la parte del cerebro afectada y el síndrome clínico subyacente (Couto,
et al., 2013,Grossman, et al., 2007a). Estas técnicas, además, permiten diferenciar la DLFT
de otras enfermedades neurodegenerativas como por ejemplo la EA (Kanda, et al.,
2008,Varma, et al., 2002,Y. Zhang, et al., 2009). 
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Tabla 3: Correlación entre el síndrome clínico y la parte del cerebro afectada en la DLFT
DFT-vc: Demencia Frontotemporal variante conductual; APPNF: Afasia Primaria Progresiva No Fluente; DS: De-
mencia Semántica; SCB: Síndrome Corticobasal; PSP: Parálisis Supranuclear Progresiva; DFT-EMN: Demencia
frontotemporal asociada a enfermedad de la motoneurona.
5.3. Marcadores Biológicos en la DLFT
La búsqueda de tratamientos en la DLFT supone la necesidad de desarrollar mar-
cadores biológicos que permitan realizar un diagnóstico lo más exacto posible de la enfer-
medad.  
Un marcador biológico o biomarcador, es un método objetivo de medida que repre-
senta un proceso celular normal o patogénico. Para que un biomarcador sea efectivo debe
tener una alta sensibilidad y especificidad además de ser fiable, reproducible, simple de
analizar y no invasivo. La gran heterogeneidad clínica, patológica y genética de la DLFT di-
ficulta la búsqueda de biomarcadores específicos de la enfermedad.
Actualmente se usan marcadores biológicos del Fluido Cerebroespinal (FCE) que
permiten diferenciar la DLFT de otras enfermedades neurodegenerativas como la EA pero
no distinguen entre los distintos subtipos clínicos de DLFT. Por ejemplo, los niveles del pép-
tido β-amiloide y de la proteína tau son marcadores específicos de la enfermedad de Alz-
heimer que permiten diferenciarla de la DLFT (Irwin, et al., 2012). El problema del uso del
FCE es que su obtención es demasiado invasiva y molesta para el paciente, por este motivo
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Síndrome Clínico Parte del cerebro afectada
DFT-vc
APPNF
DS
SCB
PSP
DFT-EMN
Lóbulo frontal y temporal anterior
Lóbulo frontal inferior izquierdo, posterior e ínsula
Lóbulo temporal
Lóbulo premotor (unilateral) y lóbulo parietal
Gánglio Basal y tronco encefálico
Corteza y motoneuronas
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se está intentando identificar marcadores biológicos en otros fluidos corporales como por
ejemplo en el plasma obtenido a partir de muestras de sangre periférica (Ghidoni, et al.,
2013b). 
Desde que se conoce que la haploinsuficiencia de PGRN es una de las principales
causas de la DLFT-TDP (Baker, et al., 2006,Cruts, et al., 2006), se ha propuesto que los ni-
veles de PGRN en el plasma o FCE podrían usarse como biomarcador en el diagnostico de
la DLFT asociada a mutaciones en GRN (Ghidoni, et al., 2012). Por otro lado, se ha pro-
puesto que la proteína TDP-43 también podría ser un buen marcador biológico para la diag-
nosis de la DLFT-TDP (Foulds, et al., 2008,Steinacker, et al., 2008), aunque en este caso,
al contrario que la PGRN, TDP-43 no es una proteína de secreción, por lo que no es obvio
que se vaya a poder detectar en los fluidos periféricos como plasma o FCE.  
Finalmente, se ha descrito que otros metabolitos o proteínas relacionadas con la
enfermedad también podrían ser biomarcadores que servirían tanto para realizar un co-
rrecto diagnóstico de la DLFT así como para diferenciar entre los distintos síndromes de la
enfermedad. Algunos de estos biomarcadores podrían ser las Interleuquinas 23 y 179 (IL-
23 e IL-179), las alipoproteínas E y B (APOE y APOB), algunas quimioquinas y enzimas que
controlan los procesos de inflamación como el inhibidor de la proteasa secretora de leuco-
citos (SLPI) entre otros (Davidsson, et al., 2002,Ghidoni, et al., 2013a,W.T. Hu, et al., 2010).
Recientemente se ha propuesto que algunos micro ARN (ARNmi) presentes en el FCE pue-
den ser útiles para el diagnostico de distintas enfermedades neurodegenerativas en esta-
dos tempranos del desarrollo de la enfermedad (Sheinerman y Umansky, 2013).
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No se sabe mucho acerca de los mecanismos moleculares que contribuyen a la
pérdida neuronal en la DLFT. Algunas de las hipótesis más plausibles son una respuesta
inflamatoria exacerbada, la disfunción de los mecanismos de supervivencia y proliferación
celular, fallos en la degradación de proteínas y el estrés oxidativo, así como la presencia
de las inclusiones intracelulares patológicas características de la enfermedad.
6.1.  Inflamación como causa de neurodegeneración
Existen numerosas evidencias que relacionan una respuesta inflamatoria exacer-
bada con la pérdida neuronal caracteristica de diferentes enfermedades neurodegenerati-
vas como el párkinson y la enfermedad de Alzheimer (Akiyama, et al., 2000,Li, et al., 2005). 
En cuanto a la DLFT, usando técnicas de neuroimagen como el PET, se ha observado
una activación de la microglía en el cerebro de pacientes diagnosticados de diferentes sín-
dromes clínicos relacionados con la enfermedad (Cagnin, et al., 2004). Por ejemplo, se ha
descrito que el cerebro de pacientes de DLFT asociada a mutaciones en GRN presenta ni-
veles elevados de moléculas (citoquinas y quimioquinas) y células inflamatorias (la microglía
y los asctrocitos) que podrían estar relacionados con la disminución de los niveles de la
proteína. La PGRN es una factor de crecimiento asociado a diferentes procesos biológicos
entre los que se encuentra la inflamación, (Bagnoli, et al., 2012,Martens, et al., 2012).
Como se ha descrito en apartados anteriores, la PGRN completa es un precursor proteico
que, por la acción de la elastasa, es cortado para generar unos péptidos maduros llamados
granulinas (GRN). El balance entre  PGRN/GRN es fundamental para controlar los procesos
de  inflamación celular tanto fuera como dentro del SNC (Zhu, et al., 2002) (Fig. 10). En te-
jidos extraneurales, si este balance se altera en favor de la producción de GRN se desen-
cadena una reacción inflamatoria asociada a liberación de citoquinas y TNFα (Tumor
Necrosis Factor α). Sin embargo, la PGRN completa tiene propiedades tróficas que se acti-
van en la reparación de tejidos además de un efecto paracrino que favorecerá el proceso
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de epitelización, granulación y vascularización de las heridas. Debido a estas propiedades,
si se desregula el balance de PGRN a su favor, se puede desencadenar un proceso de tu-
morigénesis (Ahmed, et al., 2007). Como se muestra en el panel derecho de la figura 10,
en el SNC, las células neuroinflamatorias del cerebro, la microglía, se activan ante cualquier
situación que induzca un posible daño neuronal (traumatismos, infecciones). La conse-
cuencia es la liberación de sustancias proinflamatorias así como el incremento de las sín-
tesis de elastasa que favorecerán la producción de GRN en detrimento de la PGRN,
incrementando así la inflamación y en última instancia la pérdida neuronal. Si por cualquier
motivo la función o la producción de PGRN se ve disminuida (por ejemplo debido a muta-
ciones que llevan a la haploinsuficiencia de la proteína) también lo hará su efecto inhibitorio
sobre la infamación y se verá favorecido el proceso neurodegenerativo (Ahmed, et al.,
2007).
Fig.10. Representación esquemática de la acción de la progranulina dentro y fuera del sistema nervioso central.
El balance PGRN/GRN está controlando los procesos inflamatorios tanto fuera como dentro del sistema nervioso
central. El incremento del proceso inflamatorio dentro del sistema central lleva a la neurodegeneración.
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No se sabe mucho acerca de por qué la PGRN completa y las GRN maduras tienen
efectos contrarios. Se postula que se debe a que son capaces de activar diferentes rutas
de señalización debido a que se unen a diferentes receptores celulares. Hasta la fecha, no
se ha descrito ningún receptor al que se unan las GRN maduras para realizar su función.
Puesto que las GRN tienen secuencias homólogas ricas en cisteínas, sería interesante saber
si todas se unen al mismo receptor o si existen diferentes receptores para cada una de
ellas. En 2010 se identificó  que la PGRN completa era capaz de unirse a sortilina 1 (SORT1)
a través de tres aminoácidos de su extremo C-terminal (F. Hu, et al., 2010,Zheng, et al.,
2011). SORT1 es un receptor multi-ligando tipo I que regula el tráfico intracelular en el Golgi
y es capaz de endocitar proteínas del medio extracelular para su procesamiento y/o degra-
dación. Sin embargo, se ha descrito que la PGRN exógena es capaz promover el crecimiento
de las neuritas y aumentar la supervivencia en cultivos celulares carentes de sortilina. Este
hecho sugiere que SORT1 debe tener un papel limitado a la endocitosis de la PGRN del
medio extracelular y su reciclaje, sugiriendo que debe haber algún otro receptor neuronal
de la PGRN necesario para su función (Nykjaer y Willnow, 2012). En este sentido, se ha
propuesto que la PGRN puede competir con el factor de necrosis tumoral α (TNFα) para
unirse a su receptor (TNFR), bloqueando por tanto la iniciación de las cascadas de señali-
zación iniciadas por TNFα (Tang, et al., 2011), sin embargo hay evidencias que demuestran
que la PGRN modula la inflamación sin necesidad de unirse al TNFR (Chen, et al., 2013).
Se necesitan más estudios para saber si en realidad PGRN es un ligando de TNFR o para
encontrar otros receptores a los que la PGRN completa pueda unirse.
Distintas evidencias muestran que la activación de la inflamación también puede
asociarse con otras patologías de la DLFT que no están asociadas a mutaciones en GRN,
como la DLFT-TAU asociada a mutaciones en MAPT. Por ejemplo, en un estudio realizado
usando un modelo de ratón deficiente en una quimioquina neuroprotectora, la CX3CL1-
CX3CR1 (Bhaskar, et al., 2010) se demostró que la neuroinflamación contribuye directa-
mente a la patogénesis de la enfermedad y a la aparición de agregados de tau
hipoerfosforilada. Este trabajo demostró que la señalización a través de la quimioquina
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CX3CL1-CX3CR1 o interleuquina-1 podrían ser potenciales dianas terapéuticas para el tra-
tamiento de la DLFT (Bhaskar, et al., 2010).
6.2. Neurodegeneración asociada a inclusiones intracelulares
Una de las características principales de la DLFT es la presencia de agregados de
proteínas aberrantes en interior de las neuronas afectadas. Se ha especulado con la posi-
bilidad de que estos agregados pueden estar relacionados con la pérdida neuronal a través
de diferentes mecanismos en función de cuál sea su composición proteica.
6.2.1. Pérdida neuronal asociada a inclusiones de tau
Las inclusiones de la proteína tau hiperfosforilada son la marca característica de la
DLFT-TAU (Alonso, et al., 2001,Alonso Adel, et al., 2004,Combs y Gamblin, 2012,Johnson y
Stoothoff, 2004). Se piensa que los agregados de tau pueden causar neurodegeneración
a través de la ganancia de una función tóxica de la proteína (Combs y Gamblin, 2012). Sin
embargo, algunos autores apoyan la teoría de que la pérdida neuronal podría deberse a
una pérdida de función de tau. En este sentido, diferentes evidencias apoyan que la pérdida
de la función de tau como proteína estructural de unión a los microtúbulos podría ser la
principal causa de la pérdida neuronal (Goedert y Jakes, 2005,Lee, et al., 1989,Trinczek,
et al., 1995,Wolfe, 2009). Además de esta función principal, tau tiene otras funciones se-
cundarias, por ejemplo esta proteína está implicada en el desarrollo y el mantenimiento
del SNC (Caceres, et al., 1991,Esmaeli-Azad, et al., 1994,Mandelkow y Mandelkow, 2012),
en la regulación del crecimiento y la dinámica de los microtúbulos (Panda, et al., 2003), en
el transporte axonal (Duncan y Goldstein, 2006) y en la transducción de señales (Ittner, et
al., 2010). La pérdida de alguna de estas funciones de tau también podría estar relacionada
con la neurodegeneración asociada a la DLFT-TAU.
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6.2.2. TDP-43 y FUS, pérdida neuronal asociada a proteínas de unión a ARN
En la mayor parte de las inclusiones neuronales tau negativas de la DLFT, el princi-
pal componente es la proteína de unión a ADN/ARN TDP-43, aunque una pequeña parte
presentan inmunohistoquímica positiva para FUS, una proteína de características y funcio-
nes similares a TDP-43  (Lagier-Tourenne and Cleveland, 2009; Buratti and Baralle, 2010;
Chen-Plotkin et al., 2010; Gendron et al., 2010; Lagier-Tourenne et al., 2010; Mackenzie et
al., 2010). Entre el 40 y 60% de los pacientes de DLFT presentan inclusiones de TDP-43
en las neuronas y las células de la glía (Diaper, et al., 2013,Nishihira, et al., 2008) por lo
que la DLFT-TDP es considerada una de las patologías más frecuentes de la enfermedad
(Arai, et al., 2010,Neumann, et al., 2006) mientras que las inclusiones de FUS son una pa-
tología mucho menos frecuente en la DLFT, (entre un 5 y un 20% de los pacientes) normal-
mente asociada a casos esporádicos (Mackenzie, et al., 2011b,Neumann, et al., 2009a).
Ambas proteínas tienen funciones similares, se ha descrito que están implicadas
en la regulación del inicio de la transcripción, el splicing, el transporte y estabilización del
ARN mensajero (Belly, et al., 2005,Boyault, et al., 2007,Mercado, et al., 2005,Orozco y Ed-
bauer, 2013,Schwartz, et al., 2012,Strong, et al., 2007,Wang, et al., 2004,Wang, et al.,
2008), la biosíntesis de micro ARN (Buratti, et al., 2010,Kawahara y Mieda-Sato, 2012,Mor-
lando, et al., 2012) y en el mantenimiento de la integridad genómica (Ayala, et al.,
2008a,Baechtold, et al., 1999,Dormann y Haass, 2013,Warraich, et al., 2010). Además,
TDP-43 interacciona y regula los niveles de ARN no codificantes como por ejemplo MALAT
1 (Polymenidou, et al., 2011) y NEAT1 cuya expresión se ha visto que está aumentada en
cerebros con la patología de TDP-43 (Tollervey, et al., 2011). Por otro lado, se ha descrito
que en condiciones fisiológicas, una pequeña cantidad de TDP-43 y FUS se encuentra en
el citoplasma de las células, por ejemplo asociado a los gránulos de ARN que transportan
ARN mensajero hasta las dendritas (Elvira, et al., 2006). Para FUS en particular, hay evi-
dencias de que esos gránulos juegan un papel importante en el transporte intracelular y la
regulación de la sinapsis  (Belly, et al., 2005,Fujii, et al., 2005). 
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No se sabe mucho acerca de los mecanismos por los cuales los agregados de estas
proteínas contribuyen a la neurodegeneración. Una hipótesis propone que la pérdida de su
principal función nuclear como proteínas reguladoras de la expresión génica podría ser la
causa principal de la pérdida neuronal (Diaper, et al., 2013,Hoell, et al., 2011,Nishihira, et
al., 2008,Nonaka, et al., 2009a,Nonaka, et al., 2009b). Diferentes evidencias apoyan esta
hipótesis. Por ejemplo,  Igaz y colaboradores (Igaz, et al., 2011), utilizando  ratones trans-
génicos que expresaban la TDP-43 humana, con una señal de localización nuclear defec-
tuosa o la forma silvestre, pudieron demostrar que mientras en ambos ratones había una
pérdida neuronal significativa, sólo en el ratón con la TDP-43 silvestre se apreciaban inclu-
siones citoplasmáticas de TDP-43 fosforilada y ubiquitinizada. En cambio, en el ratón que
expresaba la TDP-43 mutante se producían cambios importantes en la expresión génica
en neuronas corticales, lo que parece sugerir que la pérdida de la función nuclear de TDP-
43 juega un papel predominante en la degeneración selectiva de neuronas vulnerables.
Otros autores, sin embargo, proponen que la relocalización  de TDP-43 en el  citoplasma,
genera una ganancia de función tóxica de la proteína que puede jugar un papel crítico en
la patogénesis de la enfermedad (Barmada, et al., 2010). En este sentido, se ha sugerido
que la presencia de inclusiones de TDP-43 en las células de la glía podría suponer un fallo
en el papel protector de estas células sobre las neuronas que podría ser una causa de la
pérdida neuronal (Mackenzie, 2007,Neumann, et al., 2007a,Seilhean, et al., 2013). Tam-
bién se ha propuesto que la acumulación aberrante de proteínas mal plegadas en las neu-
ronas puede causar una disfunción celular porque los agregados formados interfieren con
procesos celulares esenciales como el transporte intracelular (Forman, et al., 2004).
De forma similar a lo descrito para TDP-43, alteraciones en la  distribución  núcleo-
citoplasmática de FUS y la formación de agregados se han asociado con el aumento de la
muerte celular (Chen, et al., 2011,Igaz, et al., 2011,Ju, et al., 2011,Kryndushkin, et al.,
2011,Lanson, et al., 2011,Sun, et al., 2011). La toxicidad de los agregados proteicos de
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TDP-43 y FUS parece estar relacionada con la capacidad de estas proteínas de unirse al
ARN. Así por ejemplo, en C. elegans, una mutación en uno de los dos mayores dominios de
unión a ARN de TDP-43 fue capaz de bloquear completamente sus efectos neurotóxicos
(Ash, et al., 2010). De forma similar, en un modelo de levaduras, mutaciones en el dominio
de unión a ARN de FUS fueron capaces de bloquear su toxicidad y agregación (Sun, et al.,
2011). Esta capacidad de TDP-43 y FUS de unirse a multitud de ARN mensajeros, las  con-
vierte en  proteínas multifuncionales, que intervienen en muchas funciones celulares re-
gulando el metabolismo del ARN. Se ha descrito que las neuronas  parecen ser
especialmente vulnerables a fallos en el procesamiento y transporte de ARN (Liu-Yesucevitz,
et al., 2011) lo que explicaría las consecuencias patológicas que pueden derivarse de la
pérdida de estas funciones esenciales para la homeostasis celular.
Recientemente se han identificado las dianas de ARN de TDP-43 así como la alte-
ración transcripcional y los patrones de splicing asociados a la ausencia de TDP-43 (Poly-
menidou, et al., 2011,Sephton, et al., 2011,Tollervey, et al., 2011). TDP-43 interacciona
con una gran fracción del transcriptoma del ratón (alrededor del 30%), predominantemente
a través de interacciones con secuencias ricas en UG en de las regiones intrónicas largas
así como las regiones 3’UTR de los ARN mensajeros (Bhardwaj, et al., 2013). TDP-43 tam-
bién se asocia con un gran número de ARNs no codificantes que muestran alteraciones en
su expresión asociadas a la enfermedad (Tollervey, et al., 2011). En una aproximación GWAS
(genome-wide association study) se identificaron alteraciones en 601 mensajeros y en 965
procesos de splicing, que en todos los casos fueron consecuencia directa de la interacción
entre ARN y TDP-43. Curiosamente, la mayoría de los genes que muestran una expresión
disminuida tras el silenciamiento de TDP-43 contienen intrones más largos que los de genes
no afectados. Notablemente este tipo de genes está representado de forma prominente
entre los genes regulados a la baja por la ausencia de TDP-43 en el cerebro (Ameur, et al.,
2011). Varios de estos genes, Parkin (Park2), Neurexin 1 y 3 (Nrxn1, Nrxn3) y Neuroligin 1
(Nlgn1) están implicados en enfermedades neurodegenerativas. De forma independiente,
se ha descrito la regulación a la baja del Neurexin 3 en autopsias cerebrales de pacientes
con patología TDP-43 (Tollervey, et al., 2011). 
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En conjunto, estas observaciones sugieren un papel relevante de TDP-43 y FUS en
la neurodegeneración regulando un conjunto de genes en el SNC.  Sin embargo, aún queda
por saber cuáles son los mecanismos moleculares que subyacen en la regulación del me-
tabolismo del ARN mediada por estas proteínas. 
6.3.  Estrés oxidativo como causa de neurodegeneración
El estrés oxidativo se define como un desequilibrio entre la producción de especies
reactivas de oxígeno (ROS, del inglés Reactive Oxygen Species) y su eliminación. En condi-
ciones fisiológicas, la producción de ROS es un proceso altamente controlado por antioxi-
dantes como glutatión, α-tocoferol (vitamina E), carotenoides o ácido ascórbico y por
enzimas como la catalasa o la glutation peroxidasa, que convierten el H2O2 en H2O y O2.
Sin embargo cuando los niveles de ROS sobrepasan la capacidad antioxidante de la célula,
el estrés oxidativo puede causar daños celulares irreversibles (Yu y Chung, 2006). Las com-
plejas funciones del cerebro hacen que este órgano consuma gran cantidad de oxígeno, y
por lo tanto, genere niveles elevados de ROS, que hacen que las neuronas estén más ex-
puestas a los radicales libres que otros sistemas celulares (Shulman, et al., 2004). Se ha
descrito que la patofisiologia de las enfermedades neurodegenerativas está asociada a
una presencia continua de estrés oxidativo (Andersen, 2004). El mecanismo de respuesta
a estrés puede promover supervivencia celular o apoptosis dependiendo del tipo, intensidad
o duración del estrés, normalmente a través de la aparición de unos complejos ribonucle-
oproteícos denominados gránulos de estrés (GE), donde la síntesis de algunas proteínas
está temporalmente arrestada (Colombrita, et al., 2009,Liu-Yesucevitz, et al., 2010). Los
GE son inclusiones citoplasmáticas transitorias compuestas por proteínas de unión a ARN
junto con sus ARN mensajeros diana, con el objetivo de priorizar la síntesis de proteínas
con funciones protectoras frente al estrés (Thomas, et al., 2011). 
El hecho de que entre los componentes de los GE se encuentren  proteínas, como
TDP-43 y FUS, presentes en las inclusiones intracelulares características de la DLFT (Bu-
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chan y Parker, 2009,Liu-Yesucevitz, et al., 2010), sugiere una relación de los GE con el pro-
ceso neurodegenerativo ya sea como precursores de las inclusiones patológicas y/o me-
diante el secuestro de proteínas esenciales, incluidas las propias proteínas que unen ARN
(Bentmann, et al., 2013). Se ha propuesto que en respuesta al estrés se facilita la salida
de TDP-43 y FUS desde el núcleo para formar parte de los GE (Bosco, et al., 2010,Colom-
brita, et al., 2009,Liu-Yesucevitz, et al., 2010). Además, TDP-43 parece jugar un papel re-
levante en el ensamblaje y mantenimiento de los GE frente al estrés oxidativo, regulando
diferencialmente alguno de sus componentes como TIA-1 (T-cell intracellular antigen 1) o
G3BP-1 (GTPase-activating protein binding protein 1) (McDonald, et al., 2011). Estas ob-
servaciones resaltan el papel de estas proteínas de unión a ARN en la respuesta celular al
estrés, de ahí que las modificaciones post-traduccionales o mutaciones asociadas a la DLFT
o en la ELA, pudieran explicar la mayor vulnerabilidad al  estrés  característica de estas pa-
tologías. 
Clásicamente, los GE se han considerado neuroprotectores porque están relacio-
nados con el aumento de la síntesis de proteínas protectoras y secuestran factores pro-
apoptóticos. Así, por ejemplo, en una situación de estrés por isquemia, la formación
transitoria de gránulos de estrés y la posterior normalización de la traducción, protege a
las neuronas de la muerte celular (Jamison, et al., 2008). También se explica por qué mu-
taciones en genes implicados en la formación de GE como ATXN2 (Ataxina 2) o SMN (sur-
vival motor neuron) se asocian con enfermedades neurodegenerativas (Van Damme, et al.,
2011). No obstante, actualmente se  asigna un papel neurotóxico  a los gránulos de estrés
cuando su producción está exacerbada o cuando no pueden disolverse y la represión de la
traducción se mantiene en el tiempo.
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6.4.Neurodegeneración mediada por fallos en la degradación de proteínas
El sistema ubiquitina-proteasoma (UPS) y la autofagia son los principales mecanis-
mos celulares para la degradación de proteínas. Ambos juegan un papel importante en la
homeostasis celular y la neurodegeneración. El proteasoma es un complejo enzimático por
el cual las proteínas previamente marcadas con ubiquitina son procesadas y degradadas,
mientras que la autofagia está implicada en la eliminación de orgánulos y proteínas a través
de los lisosomas. El proteasoma está formado por un conjunto de proteínas que se pueden
agrupar en el complejo 20S o partícula núcleo y 2 complejos 19S o partículas reguladoras
(Jung y Grune, 2012). En la partícula núcleo residen las actividades proteolíticas y la subu-
nidad reguladora se encarga de identificar los sustratos y de desplegar las proteínas que
van a ser degradadas. La proteólisis que se lleva a cabo en el proteasoma es el principal
mecanismo de degradación proteica intracelular y tiene un papel fundamental en la elimi-
nación de proteínas no funcionales, oxidadas o mal plegadas (Davies, 2001,Hovestadt, et
al., 2013,Jung y Grune, 2013). El proteasoma está sujeto a una compleja regulación per-
mitiendo a la célula responder a diferentes situaciones de estrés en las que se necesita
una degradación proteica activa. El fallo o el mal funcionamiento del proteasoma conlleva
la acumulación de proteínas ubiquitinadas y podría ser responsable de la formación de los
agregados patológicos de proteínas presentes en muchas enfermedades neurodegenera-
tivas (Gorman, 2008,Lindquist y Kelly, 2011)
Las alteraciones en los sistemas de degradación de proteínas se han asociado con
la patogénesis de diferentes enfermedades neurodegenerativas como EA, EP, enfermedad
de Huntington y ELA (Catalgol y Grune, 2012,Wong y Cuervo, 2010). En relación con la DLFT,
se piensa que las inclusiones proteicas insolubles de TDP-43 se deben, al menos en parte,
a fallos en la eliminación de estos agregados por el proteasoma o la autofagia (Kleinberger,
et al., 2010,van Eersel, et al., 2011,X. Wang, et al., 2010). Se ha observado que la inhibición
de cualquiera de estos dos sistemas de degradación de proteínas lleva a la acumulación
citoplasmática de TDP-43 en cultivos celulares (Kleinberger, et al., 2010,van Eersel, et al.,
2011,X. Wang, et al., 2010). 
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Otras evidencias sugieren la implicación de fallos en la degradación de proteínas
en la aparición de la DLFT-TDP. En primer lugar, se ha descrito que TDP-43 es capaz de aso-
ciarse con proteínas relacionadas con el sistema ubiquitina-proteasoma  como Ubiquilin 1
(UBQLN1) y Ubiquilin 2 (UBQLN2) que se han relacionado con la patogénesis de la enfer-
medad de Alzheimer (Kim, et al., 2009) y con la DLFT (Cassel y Reitz, 2013,Vengoechea, et
al., 2013b) respectivamente. En segundo lugar, se ha relacionado a la proteína TDP-43 con
la histona deacetilasa 6 (HDAC6), una proteína asociada con la degradación de proteínas
poliubiquitinizadas por el autofagosoma (Boyault, et al., 2007,J.Y. Lee, et al., 2010). En este
sentido, por un lado se ha descrito que la expresión de HDAC6 está regulada por TDP-43
(Fiesel, et al., 2010) y por otro que la formación de agregados de TDP-43 está relacionado
con el aumento de los niveles de HDAC6 (Odagiri, et al., 2013). Por último, diferentes tra-
bajos muestran que el tratamiento con estimuladores de la autofagia, como la rapamicina,
disminuye la pérdida neuronal, los agregados citosólicos de TDP-43 y la actividad de las
caspasas en un modelo de ratón de DLFT-TDP (Wang, et al., 2012,Wang, et al., 2013) por
lo que se ha sugerido que  el tratamiento con rapamicina  o con otros activadores de la au-
tofagia puede ser una estrategia terapéutica en la DLFT-TDP. Sin embargo, hay que tener
en cuenta que este tratamiento no puede ser aplicado de forma general, pues en otros
casos la inhibición de la autofagia, y no la activación del proceso, se ha relacionado con un
incremento de la supervivencia neuronal (Cherra y Chu, 2008,Uchiyama, et al., 2009). 
6.5. Neurodegeneración asociada a alteraciones en apoptosis y autofagia
Las  tres vías principales implicadas en la  muerte neuronal son apoptosis, muerte
celular por autofagia y necrosis (Camins, et al., 2008,Cui, et al., 2013). Mientras que la ne-
crosis es un proceso irreversible y sin control alguno, la apoptosis y la autofagia son meca-
nismos fisiológicos finamente controlados por lo que los fallos en la regulación de alguno
de ellos pueden llevar a la neurodegeneración.
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6.5.1. Apoptosis
La apoptosis o muerte celular programada se postula como el principal mecanismo
de muerte neuronal en distintas enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad
de Alzheimer, Párkinson y DLFT  (Mizuno, et al., 1998,Roth, 2001,Tedde, et al., 2012). Mor-
fológicamente, este proceso se caracteriza por la condensación de la cromatina, fragmen-
tación del ADN y del núcleo de la célula, formación de cuerpos apoptóticos (Kerr,
2002,Lockshin y Zakeri, 2004) y activación de caspasas (Cribbs, et al., 2004) con el man-
tenimiento de la estructura de las membranas celular y mitocondrial en los estadios inicia-
les del proceso. El periodo de tiempo entre la iniciación del proceso y la ejecución de
apoptosis puede durar horas o días y los cuerpos apoptóticos son fagocitados rápidamente
por las células adyacentes o por macrófagos. Por tanto, en una enfermedad neurodegene-
rativa crónica, solo se detecta un número pequeño de neuronas apoptóticas en un mo-
mento dado (Jellinger, 2006,Ziegler y Groscurth, 2004).
Se conocen dos mecanismos principales de apoptosis: la vía extrínseca, que se ini-
cia en un receptor de la membrana celular y la vía intrínseca, relacionada con la mitocon-
dria. En la vía extrínseca, los receptores de la membrana celular que median la apoptosis
son miembros de la familia TNFR que tienen un dominio citoplasmático de muerte que se
une a una proteína adaptadora capaz de activar las caspasas, iniciando así la apoptosis.
La vía intrínseca o mitocondrial, se desencadena tras la salida desde la mitocondria hacia
el citosol de factores pro-apotóticos como el  citocromo c y el factor de inducción de apop-
tosis (AIF, del inglés apoptosis-inducing factor) dando lugar a la formación del complejo
apoptosoma y la activación de las caspasas iniciadoras. Aunque ambas vías se han aso-
ciado a patologías neurodegenerativas, la mayoría de los estudios apuntan a una mayor
contribución de la apoptosis intrínseca a la neurodegeneración (Eckmann, et al., 2013,Rao,
et al., 2013). El daño en el ADN (hereditario o inducido), un aumento en la expresión de al-
gunos genes supresores de tumores, el aumento del influjo de Ca2+ desde el medio extra-
celular y el estrés oxidativo o metabólico son algunas de las causas que pueden alterar la
permeabilidad de la membrana mitocondrial y permitir la síntesis o liberación de moléculas
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relevantes para el proceso apoptótico (Kermer, et al., 2004). Después de la fase de inicia-
ción de la apoptosis, ambas vías confluyen en la fase de ejecución mediada por caspasas
ejecutoras como 3, 6 y 7 que actúan sobre el citoesqueleto, las proteínas de la matriz nu-
clear y las proteínas implicadas en la transcripción, replicación y reparación del ADN. 
Numerosas evidencias sugieren que la pérdida neuronal característica de la DLFT
presenta características de apoptosis, por ejemplo se ha observado fragmentación de ADN
y activación de caspasa 3 en neuronas y astrocitos de pacientes de DLFT (Su, et al., 2000).
Por otro lado también se ha sugerido que una mutación en la proteína pro-apoptótica DAPK1
(death-associated protein kinase 1)  podría estar relacionada con la aparición de la enfer-
medad (Tedde, et al., 2012). Debido al papel neuroprotector de la PGRN, en la DLFT, la ac-
tivación de la apoptosis se ha relacionado frecuentemente con la haploinsuficiencia de
PGRN (Xu, et al., 2011b). Se ha descrito que esta proteína es un potente factor anti-apop-
tótico extracelular en distintos tipos celulares entre los que se encuentran las neuronas
(Guerra, et al., 2007,Ryan, et al., 2009,Zanocco-Marani, et al., 1999), por lo que la pérdida
de la mitad de los niveles normales de PGRN podría reducir la supervivencia neuronal y
sensibilizar a las neuronas a la muerte celular por apoptosis bajo determinadas condicio-
nes, como por ejemplo tras un traumatismo (Gao, et al., 2010,Kleinberger, et al.,
2010,Ryan, et al., 2009). Además, se sabe que la PGRN puede promover la supervivencia
neuronal y el crecimiento de neuritas a través de la regulación de rutas importantes como
PI3K/Akt (fosfatidil inositol kinasa 3) y MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase) (De
Muynck, et al., 2013,Van Damme, et al., 2008,Xu, et al., 2011b,Zanocco-Marani, et al.,
1999). Por otro lado, se ha  sugerido que la PGRN puede jugar un papel importante contro-
lando la  cinética de la muerte celular programada (Kao, et al., 2011). Esta hipótesis se
basa en que, usando mutantes de C. elegans deficientes en PGRN, observaron que se pro-
ducía un aumento notable de la eliminación de células apoptóticas mediante fagocitosis.
Es decir, el proceso de apoptosis neuronal no depende exclusivamente de la maquinaria
de las neuronas, sino que requiere la participación de otras células como macrófagos y mi-
croglía. Estos resultados sugieren que las mutaciones en GRN impedirían, por un meca-
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nismo de eliminación celular acelerando el proceso fagocítico, la posibilidad de que las cé-
lulas pudieran recuperarse tras cualquier tipo de daño  (Kao, et al., 2011). Los cambios en
la cinética de la muerte celular inducidos por el déficit de PGRN pueden alterar el equilibrio
entre los procesos de supervivencia/muerte celular a lo largo de la vida de los individuos
portadores de mutaciones en GRN, resultando en pérdida neuronal y  la progresión de la
enfermedad. Esta función de PGRN, modulando la eliminación de células en apoptosis
puede ser relevante para explicar la pérdida neuronal en las enfermedades neurodegene-
rativas. Aunque este modelo es aún especulativo, diferentes evidencias indican que el dé-
ficit de PGRN conlleva un aumento  en la actividad de la microglía (Yin, et al., 2010a), por
tanto, de forma similar a lo descrito en la EA, en la DLFT asociada mutaciones en GRN,  la
microglía podría actuar facilitando la fagocitosis de células dañadas (Ahmed, et al.,
2007,Fuhrmann, et al., 2010). 
Las mutaciones en GRN, y también en otros genes como VCP, están relacionadas
con la patología de TDP-43 (Kleinberger, et al., 2010). Diferentes evidencias experimentales
relacionan TDP-43 y la pérdida neuronal por apoptosis. Así por ejemplo se ha descrito que
la sobreexpresión de TDP-43 induce muerte neuronal a través de cambios  en los niveles
de proteínas pro-apoptóticas y anti-apoptóticas como Bim (Bcl2-interacting mediator of cell
death), CHOP (C/EBP homologous protein) y Bcl-x (B-cell lymphoma-extra large) (Suzuki y
Matsuoka, 2013), o que  la expresión de la TDP-43 humana  en  levaduras, induce un au-
mento en los niveles de  marcadores de estrés oxidativo y apoptosis (Braun y Zischka,
2008). La muerte celular inducida por TDP-43 se ha relacionado con fallos en el propio
procesamiento de la proteína, con alteraciones en el tránsito núcleo-citoplasma, con la for-
mación de inclusiones citoplasmáticas y con la presencia de TDP-43 en los gránulos de es-
trés (Higashi, et al., 2013). Se ha descrito que el corte patológico de TDP-43 en fragmentos
C-terminales es llevado a cabo por las caspasas (Kokoulina y Rohn, 2010,Rohn, 2009), lo
que sugiere que el aumento de actividad de las caspasas necesario para el corte patológico
de TDP-43 podría desencadenar la apoptosis en las células dañadas (McIlwain, et al.,
2013,Takahashi, 1999).  No obstante, otros autores no han encontrado evidencias de ac-
tivación significativa de caspasas y apoptosis en un modelo de pez cebra con la proteino-
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patía de TDP-43 (Shankaran, et al., 2008) ni en ratones nulos Grn-/- (Ahmed, et al., 2010).
Además se ha descrito que la formación de agregados de TDP-43 puede ser tóxica para la
célula, y alternativamente, puede producir el secuestro de la proteína, impidiendo el normal
funcionamiento de la misma (Xu, 2012).
Por último, como ya se ha descrito en un apartado anterior, la TDP-43 está relacio-
nada con la respuesta al estrés a través de su localización en los GE (Liu-Yesucevitz, et al.,
2010). Se ha descrito que los GE secuestran proteínas reguladoras de apoptosis, proba-
blemente para prevenir su interacción con otros factores que pudieran inducir la muerte
celular, salvo en condiciones de estrés severo en las que las células serían incapaces de
recuperarse (Buchan y Parker, 2009). De esta forma, los GE juegan un papel importante
en la decisión celular de entrar en apoptosis dependiendo de la naturaleza y dimensión
del estrés. En condiciones de estrés crónico, como en la DLFT-TDP, la presencia de agrega-
dos de TDP-43 fosforilada y ubiquitinizada, podría causar la sobreactivación de los GE y
una respuesta apoptótica exacerbada.
6.5.2. Autofagia
La autofagia es un proceso crítico para el mantenimiento la homeostasis celular
que tiene como objetivo principal la degradación en los lisosomas de proteínas citosólicas
alteradas y orgánulos envejecidos (Mizushima y Komatsu, 2011). A través de la autofagia,
la célula dispone de precursores y energía para la síntesis de moléculas necesarias, a la
vez que elimina estructuras perjudiciales para sí misma. A pesar de esta función, eminen-
temente protectora, se ha descrito que la sobreactivación de la autofagia podría ser sufi-
ciente para causar la muerte celular (Gozuacik y Kimchi, 2004,Lamy, et al., 2013).
Morfológicamente, este proceso se caracteriza por la ausencia de condensación de la cro-
matina y la presencia de vacuolas en el citoplasma (Amelio, et al., 2011).
En los últimos años se han acumulado gran cantidad de evidencias que sugieren
que la desregulación de la autofagia juega un papel relevante en la etiología y progresión
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de las enfermedades neurodegenerativas (Wong y Cuervo, 2010). Se sabe que  las neuro-
nas expresan altos niveles de las moléculas relacionadas con la maquinaria autofágica de
un modo dependiente del subtipo neuronal (Grishchuk, et al., 2011). Por otro lado,  dife-
rentes trabajos han demostrado que la supresión de la autofagia es capaz de  causar neu-
rodegeneración en varios modelos de ratón (Hara, et al., 2006,Komatsu, et al., 2006,Liang,
et al., 2010). A pesar de que se han encontrado vacuolas autofágicas en las neuronas de
diferentes enfermedades neurodegenerativas (Mizushima, et al., 2008), existe controversia
en torno a si la muerte neuronal se produce por autofagia. Por el contrario, sí hay consenso
en aceptar que la implicación de la autofagia en los procesos neurodegenerativos está aso-
ciada a la regulación del  procesamiento y acumulación de proteínas. La naturaleza post-
mitótica de las neuronas, hace que estas células sean especialmente sensibles a la
presencia de agregados o componentes citosólicos dañados. Al no poder disminuir o redis-
tribuir estos componentes tóxicos en células hijas mediante la división celular, las neuronas
dependen del correcto funcionamiento de la autofagia para su supervivencia (Tooze y
Schiavo, 2008). También hay que tener en cuenta que debido a la especial morfología de
las neuronas, es necesario un flujo regulado de componentes  de la autofagia hacia y desde
las proyecciones citoplasmáticas. De esta forma, la  autofagia está implicada también en
la remodelación constante de las terminales neuronales que participan en la plasticidad
(Komatsu, et al., 2007).  En base a estos antecedentes, no es sorprendente que exista un
vínculo entre las alteraciones en la autofagia y el desarrollo de ciertas enfermedades neu-
rodegenerativas.
Existen tres formas de autofagia: macroautofagia, microautofagia y autofagia me-
diada por chaperonas (CMA por sus siglas en inglés, chaperone mediated autophagy). La
macroautofagia es una forma de degradación en la que se forma un autofagosoma de doble
membrana que se fusionará con el lisosoma que contiene el ambiente ácido y las enzimas
necesarias para la degradación. La microautofagía requiere la captación y degradación di-
recta por los lisosomas de componentes del citoplasma, sin que se necesiten vesículas de
transporte. La tercera forma de autofagia, la CMA, es muy específica para un número con-
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creto de proteínas solubles del citosol, que serán reconocidas por HSP70 (heat shock pro-
tein 70) y dirigidas al lisosoma para su degradación. En general, se han descrito alteracio-
nes en la macroautofagia y la CMA relacionadas con el envejecimiento y la
neurodegneración (Cuervo, 2004). La mayoría de estas alteraciones están asociadas con
la incompleta eliminación de inclusiones en el citoplasma, lo que a su vez podría seguir fa-
voreciendo la agregación y la pérdida neuronal. Así por ejemplo, en un ratón modificado
genéticamente para anular la autofagia, se observó un aumento en el número y tamaño
de las inclusiones con la edad, además de pérdida neuronal y muerte a las 28 semanas
(Komatsu, et al., 2006).
Como ya hemos mencionado, en el sistema nervioso, la autofagia tiene una función
esencialmente neuroprotectora y se duda de que la hiperactivación de la autofagia pueda
ser causa directa de muerte neuronal. Sin embargo el mal funcionamiento de la autofagia
puede indirectamente causar apoptosis y necrosis. Cuando la eliminación de autofagoso-
mas está comprometida, los componentes presentes en los mismos producen cambios en
la permeabilidad de los lisosomas permitiendo la salida de hidrolasas (Boya y Kroemer,
2009) y la acumulación de intermediarios autofágicos tóxicos (J.H. Lee, et al., 2010). Por
otra parte, la autofagia no solamente regula la degradación de las inclusiones patológicas
en las proteinopatias (Yamamoto y Simonsen, 2011) sino también  el recambio mitocondrial
(Santos, et al., 2011), por tanto, la presencia de mitocondrias dañadas podría contribuir a
la citotoxicidad y eventualmente a la muerte celular debido a la liberación de radicales li-
bres.  
Hasta la fecha, no se ha estudiado con detalle la relación entre la autofagia y la fi-
siopatología de la DLFT, sin embargo diferentes evidencias relacionan los fallos en la auto-
fagia con la aparición de la DLFT-TDP. Por un lado, se ha descrito que tanto la proteína
TDP-43 completa como las formas fragmentadas son sustratos del  sistema autofágico (X.
Wang, et al., 2010). Por otro, diferentes evidencias indican que TDP-43 está implicada en
la regulación de la expresión de uno de los componentes más importantes de la autofagia,
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Atg7 (Bose, et al., 2011). Es importante destacar también que algunas mutaciones asocia-
das a la DLFT afectan a genes relacionados con la autofagia. Por ejemplo se ha descrito
que las mutaciones en el gen CHMP2B que codifica para un componente de ESCRT-III (En-
dosomal Sorting Complex Required for Transpor-III) causa acumulación de agregados de
proteínas ubiquitinadas y autofagosomas debido a una disfunción en la fusión de los auto-
fagososmas con los lisosomas, que eventualmente lleva a neurodegeneración. Por otro
lado, se ha descrito que los individuos diagnosticados de DLFT asociada a mutaciones en
el gen VCP que codifica para una ATP-asa implicada en el proceso de fusión de vesículas y
la degradación de proteínas durante el estrés del retículo, presentan también fallos en la
autofagia (Ju, et al., 2009,Ju y Weihl, 2010,Waugh, et al., 2003).
6.6. Alteraciones en el ciclo celular como causa de neurodegeneración
Hace unos años, los conceptos división y muerte celular parecían dos procesos se-
parados y totalmente opuestos, sin embargo, diferentes trabajos publicados en los últimos
15 años muestran evidencias de que las alteraciones en la maquinaria del ciclo celular
pueden jugar un papel relevante en el comienzo y progresión de la neurodegeneración
(Arendt, et al., 1996,Copani, et al., 2001,Katsel, et al., 2013,Nagy, et al., 1997). Actual-
mente se cree que la reactivación del ciclo celular en neuronas maduras es un evento letal,
por ello el control del ciclo de división celular es considerado un factor crítico en la preven-
ción de la neurodegeneración (Copani, et al., 2001,Herrup, et al., 2004,Klein y Ackerman,
2003,Liu y Greene, 2001,Yang, et al., 2003).
El ciclo celular es un conjunto ordenado de eventos que llevan al crecimiento de la
célula y la división en dos células hijas. Como muestra la figura 11, este proceso se divide
en cuatro fases (G1, S, G2 y M) y está regulado por complejos ciclina/kinasa dependiente
de ciclina (CDK).
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Fig.11. Esquema representativo de la progresión y regulación del ciclo celular en eucariotas
La fase G1, del inglés GAP 1 (Intervalo 1) es la fase de crecimiento y preparación.
Durante esta fase, diferentes señales mitogénicas desencadenan la activación de la ciclina
D, que tras su unión a CDK4 o CDK6 hace que estas quinasas sean capaces de fosforilar
a la proteína del retinoblastoma (pRb) impidiendo su unión al factor de transcripción E2F-
1 que, cuando se encuentra libre, es capaz de activar la transcripción de genes necesarios
para la progresión del ciclo celular. Al final de esta fase es necesario un incremento de la
actividad del complejo ciclina E/CDK2 para asegurar la progresión hacia la siguiente fase.
Una vez superado este punto, la entrada en ciclo es irreversible. Le sigue la fase S que re-
presenta la “síntesis”, en la que el complejo ciclina A/CDK2 fosforila sustratos que permiten
la replicación del ADN.  Después, en la fase G2, del inglés GAP 2 (Intervalo 2) la célula se
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prepara para la división mediante el control del complejo ciclina A/CDK1. Finalmente, el
complejo ciclina B/CDK1 se encarga de permitir la progresión a la fase M, de mitosis, en
la cual los cromosomas se condensan y se dirigen a los polos opuestos de la célula antes
de que se escinda el citoplasma para obtener dos células hijas. Al igual que los complejos
entre ciclinas y CDKs están regulando la progresión del ciclo mediante la fosforilación de
diferentes sustratos, existen una serie de inhibidores del ciclo celular que actúan conjun-
tamente a los complejos ciclina/CDK, evaluando posibles daños y deteniendo el proceso
en puntos de control establecidos. Estos inhibidores se organizan en dos familias, INK4
(Inhibitors of Cyclin D-dependent kinase 4) y Cip/kip (CDK Interacting Protein/Kinase Inhi-
bitory Protein), la primera está formada por p16INK4a, p15INK4b , p18 INK4c , p19 INK4d y la se-
gunda por p21Cip1, p27Kip1 y p57Kip2 (Csikasz-Nagy, et al., 2011,Grana y Reddy, 1995,Murray,
2004).
La relación causa-efecto entre proliferación y muerte celular en las enfermedades
neurodegenerativas podría encontrarse en el hecho de que las neuronas diferenciadas, al
conservarse en un estado postmitótico permanente, carecen de la maquinaria necesaria
para completar con éxito el ciclo de división celular (Herrup, et al., 2004). De esta forma,
cualquier señal persistente que indujera a las células a entrar en ciclo, conduciría inevita-
blemente a su muerte. Diferentes trabajos aportan evidencias de la muerte neuronal aso-
ciada a la reentrada en el ciclo celular por parte de neuronas postmitóticas. Una de las
primeras publicaciones en este sentido mostraba un aumento en la muerte de las células
de Purkinge en unos ratones transgénicos que expresaban el oncogén antígeno T del virus
SV40 de forma específica en esas células. El oncogen había provocado la entrada con éxito
en ciclo celular de estas neuronas pero por alguna causa desconocida no podían completar
su división (Feddersen, et al., 1992). Más tarde, un experimento realizado con ratones que
expresaban de manera inducible el mismo oncogen de SV40, confirmó la degeneración
neuronal tras la activación del ciclo celular descartando que estas observaciones se de-
bieran a fallos en el desarrollo del SNC (Park, et al., 2007). Otros trabajos realizados en
cultivos celulares, han confirmado las consecuencias deletéreas que tiene la activación del
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ciclo en neuronas diferenciadas. Por ejemplo, se demostró la activación de CDKs tras el
tratamiento de cultivos celulares con camptotecina, una droga que induce daños en el ADN
(Stefanis, et al., 1999) o que la apoptosis inducida por retirada de potasio en células gra-
nulares del cerebelo estaba mediada por  un incremento en la expresión de proteínas re-
lacionadas con el ciclo celular (Padmanabhan, et al., 1999). Otros autores propusieron una
relación entre la activación del ciclo celular, apoptosis y daño en el ADN de neuronas pro-
ducido por compuestos genotóxicos, descartando la activación del ciclo sólo por estímulos
apoptóticos (colchicina, estaurosporina, etc.) (Kruman, et al., 2004). También es evidente
la relación entre muerte y activación aberrante de ciclo celular en otros modelos animales
como en los ratones con la mutación staggerer en los que algunas poblaciones neuronales
presentaban niveles elevados de CDK4, PCNA e incorporación de Bromodeoxiuridina (BrdU)
(Herrup y Busser, 1995), en ratones con la mutación harlequin (Klein, et al., 2002) y en un
modelo de ratón que expresa c-Myc de forma inducible que, además de mostrar que la en-
trada en ciclo celular produce muerte neuronal, presentaba gliosis y déficits cognitivos (Lee,
et al., 2009). 
Existen evidencias claras de alteraciones en el control del ciclo celular asociadas a
la pérdida neuronal en diferentes enfermedades neurodegenerativas entre las que se en-
cuentran la EA, EP y ELA (Ayala, et al., 2008a,Cheung y Ip, 2012,Husseman, et al.,
2000,McShea, et al., 1997,Smith y Lippa, 1995). 
En la DLFT, diferentes evidencias apoyan la relación entre el ciclo celular y la pérdida
neuronal en la DLFT-TAU (Seward, et al., 2013). Así por ejemplo,  se ha descrito un marcaje
positivo de pRb y otros marcadores mitóticos en cortes histopatológicos de taupatias rela-
cionadas con la DLFT como la PSP y la DFTP-17 (Husseman, et al., 2000,Stone, et al., 2011).
Además, la fosforilación de tau en Thr231 se ha vinculado con la activación de la ruta de
señalización p44/42 MAPK  y con la posible activación del ciclo celular (Leugers, et al.,
2013).
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Por otro lado, las propiedades mitogénicas y neurotróficas de la PGRN sugieren que
su déficit pudiera inducir alteraciones en el control del ciclo celular en las neuronas afec-
tadas de pacientes de  DLFT-TDP (Van Damme, et al., 2008). La PGRN es capaz de activar
las principales cascadas de señalización relacionadas con la proliferación celular como
p44/42 MAPK  y PI3K, tanto en células no neuronales (Ong y Bateman, 2003) como en el
SNC (Nedachi, et al., 2011,Piscopo, et al., 2010,Xu, et al., 2011a). En este sentido, es in-
teresante mencionar que, en el análisis de la expresión diferencial de genes en el cerebro
de  pacientes  de DLFT con mutaciones en GRN, destacan fundamentalmente genes rela-
cionados con la señalización vía TGFα (del inglés, Tansforming growht factor α) y genes re-
guladores del ciclo celular (Chen-Plotkin, et al., 2008). Como se sugiere en el trabajo de
Ayala (2008), el vínculo entre el  déficit de PGRN y la desregulación del ciclo celular podría
depender de TDP-43.  En este trabajo se describe que la  pérdida de función nuclear de
TDP-43 inhibiendo la transcripción de CDK6 produce  un aumento de la actividad de los
complejos ciclina/CDK y de la fosforilación de la proteína del retinoblastoma (pRb), proteí-
nas clave en el control del tránsito entre las fases G1 y S del ciclo celular (Ayala, et al.,
2008a).  Por otro lado, se ha descrito que la proteína CDC7 (cell division kinase 7) participa
en la fosforilación de TDP-43 en C. elegans y que su inhibición no solo previene la fosfori-
lación de la proteína, sino que también frena el proceso neurogedenerativo (Liachko, et al.,
2013,Moujalled, et al., 2013). En pacientes con DLFT-TDP también se ha observado un au-
mento de la expresión neuronal de CDC7. Por otra parte, algunas CDKs también contribuyen
a la fosforilación de TDP-43, de manera que inhibidores específicos de CDKs son capaces
de bloquear la acumulación de TDP-43 en diversos modelos celulares. En conjunto estas
observaciones apoyan la idea de que alteraciones en el control del ciclo  celular pueden
jugar un papel relevante  el proceso neurodegenerativo de la DLFT-TDP a través de inducir
cambios en el metabolismo de TDP-43.  
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La heterogeneidad clínica, genética y patológica de la DLFT ha dificultado la bús-
queda de tratamientos para la enfermedad, por lo que hasta el momento no hay terapias
aprobadas por la US Food and Drug Administration (FDA) o por la Agencia Europea del Me-
dicamento para el tratamiento específico de la DLFT. 
Actualmente, el tratamiento de la DLFT se basa en el uso de drogas de las que se
conoce su eficacia en el tratamiento de otras enfermedades neurodegenerativas (Bei, et
al., 2010) además de en estrategias no farmacológicas dirigidas a la educación de la familia
y los cuidadores que pueden ayudar a facilitar la vida al paciente. Acciones de gran ayuda
son la terapia física, ocupacional o del lenguaje y un programa de ejercicios estructurado
que puede ayudar a paliar los síntomas motores.
Hay varios ensayos clínicos en marcha para el tratamiento de la DLFT (Boxer y
Boeve, 2007,Vossel y Miller, 2008) (www.clinicaltrial.gov ; www.clinicaltrialsregister.eu).
Estos ensayos clínicos pueden dirigirse a la búsqueda de compuestos indicados para el
tratamiento de los síntomas, o pretenden encontrar fármacos capaces de actuar sobre los
mecanismos moleculares de la patogénesis. En este caso, la identificación de biomarca-
dores asociados al proceso neurodegenerativo es imprescindible para probar la eficacia
de drogas que puedan modificar la aparición y/o la progresión de la enfermedad (Bigni, et
al., 2012).
7.1. Tratamientos sintomáticos
La heterogeneidad clínica y sintomática de los pacientes de DLFT deriva de las com-
plejas funciones de las partes del SNC asociadas con la enfermedad como son los lóbulos
frontal y temporal, el cerebelo, la médula espinal y el cuerpo estirado (Pan y Chen, 2013).
Además, cada presentación clínica puede aparecer de forma esporádica o asociada a mu-
taciones que a su vez pueden dar lugar patologías diferentes de la enfermedad (Sieben, et
al., 2012). 
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Existen evidencias de que los pacientes diagnosticados de DFT presentan desre-
gulación en los sistemas de neurotransmisores como el colinérgico, dopaminérgico, GA-
BAergico, glutamatérgico, noradrenérgico y serotonérgico (Bowen, et al., 2008,Ferrer,
1999,Odawara, et al., 2003,Procter, et al., 1999,Rinne, et al., 2002,Sjogren, et al., 1998).
La modulación de estos sistemas de neurotransmisores puede ser una buena opción tera-
péutica para el tratamiento de la enfermedad (Huey, et al., 2006). Hasta la fecha se han
realizado algunos ensayos clínicos en los que se han usado inhibidores del sistema gluta-
matérgico como memantina (Boxer, et al., 2009), inhibidores de colinesterasa (Mendez, et
al., 2007), inhibidores de recaptación de serotonina y otros antidepresivos (Swartz, et al.,
1997), antipsicóticos (Czarnecki, et al., 2008), psicoestimulantes (Rahman, et al., 2006),
mediadores de la inflamación (Tobinick, 2008) y antiepilépticos (Cruz, et al., 2008). 
En general, la medicación efectiva para el tratamiento de otras enfermedades es
comúnmente usada como terapia para la DLFT. Sin embargo, ningún tratamiento ha mos-
trado ser lo suficientemente efectivo como para ser recomendado para el uso en todos los
pacientes de DLFT. Debido a la gran variabilidad de síntomas asociados a la DLFT se usan
drogas dirigidas tratamiento de los síntomas de comportamiento, cognitivos y motores
(Tabla 4).
7.1.1. Tratamientos dirigidos a los síntomas comportamentales y psiquiátricos
Los síntomas comportamentales más comunes de la DLFT son las tendencias ob-
sesivo-compulsivas, los comportamientos sociales inadecuados, la pérdida del contacto in-
terpersonal y los cambios de personalidad. Muchos de estos síntomas están asociados a
la desregulación de las vías serotonérgicas, dopaminérgicas y no-adrenérgicas y por ello
los tratamientos más usados son antipsicóticos y antidepresivos como trazodona, paroxe-
tina, sertralina, selegilina y moclobemida (Chow, 2005,Freedman, 2007,Kaye, et al.,
2010,Mendez, 2009) que han mostrado efectos beneficiosos en el tratamiento de las ten-
dencias obsesivo-compulsivas y la agitación motora.
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De todas las terapias basadas en la regulación de los neurotransmisores usadas
para el tratamiento de la DLFT, las drogas que modifican las vías serotoninérgicas han sido
las más usadas (Huey, et al., 2006,Yang y Schmitt, 2001). Muchos de los síntomas con-
ductuales de la DLFT como la depresión, comportamiento compulsivo, desinhibición, mo-
vimiento estereotipado y desregulación alimenticia responden bien a inhibidores selectivos
de recaptación de serotonina (SSRIs) o a inhibidores de la recaptación de norepinefrina-
serotonina como fluoxetina, fluvoxamina, sertralina, tradozona, paroxetina y bupropion que
se usan comúnmente para el tratamiento de la DFTP-17 (Ikeda, et al., 2004b,Moretti, et
al., 2003,Swartz, et al., 1997). 
Tabla 4: Terapias farmacológicas  para tratar los síntomas de la DLFT.
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Síntoma Tratamiento Moléculas Candidatas
Trastornos comportamentales y       
psiquiátricos
Síntomas congénitos
Trastornos motores asociados con el   
parkinsonismo
Trastornos motores asociados con
DFT-EMN
Inhibidores selectivos de recaptación 
de la serotonina (SSRIs)
Agentes dopaminérgicos
Inhibidores MAO-A
Antipsicóticos atípicos
Psicoestimulantes
Antagonistas del receptor de
glutamato (NMDA)
Otros
Agentes dopaminérgicos
Inhibidores de colinesterasa
Agentes dopaminérgicos
Bloqueo de canales de sodio
Fluoxetina
Fluvoxamina
Sertralina
Tradozona
Paroxetina
Selegilina
Moclobemida
Aripiprazol
Risperidona
Alonzapina
Quetiapina
Metilfenidato
Memantina
Hormona Oxitocina
Bromocriptina
Donepezilo
Venlafaxina
Rivastigmina
Levodopa
Carbidopa
Pramipexol
Riluzol
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Los síntomas psicóticos más severos como agitación y alucinaciones se tratan con
antipsicóticos atípicos. Estos compuestos han de ser usados con precaución ya que se ha
visto que su uso incrementa el riesgo de infarto (Jeste, et al., 2008,Wang, et al., 2006). Al-
gunos de los más usados son aripiprazol que aumenta el metabolismo de la glucosa en el
lóbulo frontal por lo que puede ayudar a restaurar la disfunción frontal (Fellgiebel, et al.,
2007) y el psicoestimulante metilfenidato (Rahman, et al., 2006). El tratamiento con algu-
nos de estos antipsicóticos como risperidona, olanzapina y quetiapina muestran aumento
de riesgo de parkinsonismo (Czarnecki, et al., 2008). 
La memantina, un antagonista no competitivo de los receptores NMDA  (N-metil-D-
aspartato) que se usa en el tratamiento de la EA (Reisberg, et al., 2003), ha mostrado be-
neficios evidentes en la mejora de los síntomas comportamentales de la DLFT aunque
también se usa para el tratamiento de los cognitivos (Boxer, et al., 2009,Swanberg, 2007).
Recientemente  se ha descrito que la hormona oxitocina, que es conocida por tener
efectos en las interacciones sociales humanas, mejora las relaciones sociales de los pa-
cientes de DLFT después de una semana de uso (Jesso, et al., 2011). Aunque posiblemente
los efectos de esta hormona sean transitorios y no tenga efectos a largo plazo, se cree que
puede ser un agente efectivo para tratar los síntomas de la DFT asociados al comporta-
miento.
7.1.2. Tratamientos dirigidos a los síntomas cognitivos
Los síntomas cognitivos en la DLFT incluyen pérdida de las funciones ejecutivas,
falta de atención y alteraciones del lenguaje, tanto en su fluencia como fallos semánticos
(Arvanitakis, 2010). Se ha documentado una disfunción colinérgica (Odawara, et al., 2003)
y en menor grado glutamatérgica (Ferrer, 1999) asociada a los síntomas cognitivos de la
DLFT. Aunque el sistema colinérgico aparece relativamente intacto en comparación con
otras enfermedades como EA, hay evidencias de que el tratamiento con inhibidores de ace-
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tilcolinesterasa como galantamina o donezepilo pueden ser beneficiosos para el trata-
miento de los pacientes de APPNF con alteraciones en el lenguaje y también DFT-vc (Ker-
tesz, et al., 2008,Mendez, et al., 2007). Por otro lado, un estudio con bromocriptina, un
agonista dopaminérgico que se usa en el tratamiento del párkinson, demostró un aumento
significativo de la mejora en el lenguaje de pacientes de DLFT, aunque los efectos de este
tratamiento parecen limitados (Reed, et al., 2004).
7.1.3. Tratamientos contra los trastornos motores
La rigidez, atrofia muscular, contracciones involuntarias, dificultades al tragar y mo-
vimientos extraoculares anormales pueden ser signos de DFT asociada al cerebelo o en-
fermedad de la motoneurona (EMN) (Pasquier, et al., 2012,Seelaar, et al., 2011). El
tratamiento de los síntomas relacionados con parkinsonismo sigue las guías generales del
tratamiento de la enfermedad de Parkinson usando carbidopa-levodopa y agonistas dopa-
minérgicos como pramipexol o ropinorol que actúan en la terminal postsináptica. Se ha
visto que la respuesta a levodopa es menos efectiva particularmente en el SCB y PSP (van
Balken y Litvan, 2006). Hay evidencias de que el tratamiento con riluzol es beneficioso en
la ELA-EMN (Bellingham, 2011,Bensimon, et al., 1994) por lo que los pacientes de DFT-
EMN pueden ser tratados con riluzol, que bloquea parcialmente los canales de sodio ade-
más de bloquear los receptores glutamato.
Los síntomas pseudobulbares (paso de la risa al llanto) propios de la DFT-EMN y
PSP, presumiblemente mediados a través de patología del cerebelo, son tratados de forma
efectiva con antidepresivos e inhibidores de recaptación de la serotonina (Rosen y Cum-
mings, 2007).
La incontinencia urinaria es un problema común asociado a DFT-EMN ya que los
pacientes carecen de la capacidad de controlar sus esfínteres. Estos trastornos suelen ser
tratados con anticolinérgicos.
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7.2. Búsqueda de Tratamientos dirigidos contra dianas moleculares de la DLFT
Los avances en el conocimiento de las bases genéticas e histopatológicas de la
DLFT han permitido desarrollar terapias específicas basadas en modificar  los mecanismos
moleculares relacionados con la enfermedad. El desarrollo de estas terapias depende no
solo de entender los mecanismos y el curso de la enfermedad, sino también de generar
herramientas específicas como modelos animales o bibliotecas de compuestos que sean
de fácil acceso para todos los investigadores. Es crítico identificar compuestos que tengan
una buena penetración a través de la barrera hematoencefálica con unas vidas medias
más o menos altas y que sean razonablemente seguros para usarlos en una terapia dura-
dera. 
7.2.1. Terapias dirigidas al tratamiento de la DLFT-TAU
Los depósitos de proteína tau son una marca patológica de distintas enfermedades
neurodegenerativas entre las que se encuentran la EA y la DLFT (Hutton, et al., 1998,Poor-
kaj, et al., 2002), aunque desde una perspectiva genética, las mutaciones en el gen MAPT
son responsables de la DLFT pero no de la EA (Combs y Gamblin, 2012). Como ya se ha
descrito, la DLFT-TAU se caracteriza por la presencia de alteraciones en el splicing del ARNm
de MAPT además del corte y la fosforilación de tau que finalmente llevan a la alteración de
la su función normal y contribuyen a la deposición de la proteína en las neuronas o células
de la glía (Wang y Liu, 2008). Como se muestra en la tabla 5, se ha propuesto el uso de
compuestos capaces de revertir estas modificaciones patológicas como posible tratamiento
de la DLFT-TAU (Bigni, et al., 2012,Brunden, et al., 2009,Crowe, et al., 2007,Mazanetz y Fis-
cher, 2007,Trojanowski, et al., 2008,Vossel y Miller, 2008). 
La mayor parte de las estrategias terapéuticas van dirigidas a impedir la formación
de los agregados patológicos de tau o favorecer su eliminación. Se ha descrito que la pro-
teína tau hiperfosforilada es más propensa a agregarse y se conocen algunas kinasas en-
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cargadas de fosforilar a tau como GSK-3 (glicogeno sintasa kinasa 3), CDK5 (kinasa de-
pendiente del ciclo celular 5), ERK2 y MARK (kinasa reguladora de la afinidad por los mi-
crotubulos). Diferentes evidencias muestran que inhibidores selectivos de GSK-3 como el
litio y el ácido valproico son efectivos en el tratamiento de otras enfermedades neurodege-
nerativas, por lo que éstos y otros inhibidores pueden ser un nuevo tratamiento para la
DLFT-TAU (De Sarno, et al., 2002,Richet, et al., 2012). Por otro lado, la manipulación far-
macológica de la glicosilación y acetilación de tau puede impedir la formación de agregados
de la proteína a través de la inhibición de la fosforilación (Fischer, 2008,Min, et al., 2010).
Además, se ha descrito el efecto terapéutico beneficioso del uso de pequeñas moléculas
que actúan como inhibidores de la agregación de tau (Bulic, et al., 2009) como el azul de
metileno (Wischik, et al., 1996), las antraquinoas, N-fenilaminas, feniltiazolhidridos y roda-
ninas (Bulic, et al., 2013), éstos compuestos, además de inhibir la agregación de tau, tam-
bién pueden eliminar los filamentos ya existentes. 
Para  inducir la degradación de las inclusiones de  tau se ha propuesto el uso de
drogas capaces de incrementar la actividad de los sistemas de degradación de proteínas
de la célula como el sistema ubiquitina-proteasoma (Ravikumar y Rubinsztein, 2004) y la
autofagia (Chesser, et al., 2013). En este sentido se ha propuesto que algunos compuestos
inductores de la autofagia celular como la rapamicina (Berger, et al., 2006,Ozcelik, et al.,
2013) o agentes lisosomotróficos como NH4Cl o cloroquina (Hamano, et al., 2008) pueden
ser usados en el tratamiento de la DLFT. Existe una relación entre la inducción de la auto-
fagia y la muerte celular, por lo que la búsqueda de dianas moleculares cuya inhibición
pueda específicamente activar la autofagia sin comprometer la viabilidad celular es esencial
para tratamiento para la DLFT (Lipinski, et al., 2010). El sistema de chaperonas está rela-
cionado con el sistema ubiquitina-proteasoma, por lo que la alteración algunas de sus pro-
teínas como HSP90 o HSP70  puede ser una estrategia alternativa para eliminar los
agregados de tau asociados a la DLFT (Dickey, et al., 2007,Luo, et al., 2007).
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Además de las terapias dirigidas a eliminar las inclusiones de tau, también se han
propuesto otros tratamientos para la DLFT-TAU. Por ejemplo, se ha propuesto el uso de dro-
gas capaces de reducir los niveles de tau ya sea inhibiendo su expresión con drogas como
la rotenona (Dickey, et al., 2006) o mediante la inmunosupresión de la proteína (Yoshiyama,
et al., 2007). Por otro lado se piensa que el uso de estabilizadores del splicing como la ne-
omicina (Varani, et al., 2000) y mitoxantrona (Liu, et al., 2009) puede ser beneficioso para
el tratamiento de la enfermedad. Además, también se están usando otras drogas capaces
de estabilizar el mensajero ya sea  uniéndose directamente a él (Donahue, et al., 2007) o
mediante un método capaz de reprogramar el ARNm  llamado SMarT (del inglés Spliceo-
some-mediated RNA trans-splicing) cuya eficacia ha sido  testada en células transfectadas
con tau (Puttaraju, et al., 1999,Rodriguez-Martin, et al., 2005). También se ha propuesto
que el uso de compuestos estabilizadores de los microtúbulos como paclitaxel (Brunden,
et al., 2011,Zhang, et al., 2005) y davunetide (Jouroukhin, et al., 2013) pueden ser efectivos
en el tratamiento de la DLFT-TAU ya que se ha descrito que las mutaciones en MAPT hacen
que tau pierda su capacidad de unirse a los microtúbulos.
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Tabla 5: Compuestos con potencial terapéutico para el tratamiento de la DLFT-TAU
7.2.2. Terapias dirigidas al tratamiento de la DLFT asociada a mutaciones en GRN
Debido  a las consecuencias patogénicas de la haploinsuficiencia de PGRN, se ha
propuesto que incrementar los niveles de esta proteína puede ser una buena estrategia te-
rapéutica para el tratamiento de la DLFT. 
Se han descrito diferentes compuestos capaces de aumentar los niveles de PGRN,
aunque su mecanismo de acción es diferente. Por un lado están los compuestos capaces
de aumentar la expresión del gen que codifica para PGRN, ya sea inhibiendo las histona
deacetilasas (HDAC) como SAHA (Suberanilohydroxamic acid) o resveratrol (Cenik, et al.,
2011) o el mediante el control de las modificaciones epigenéticas que están regulando la
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Diana Mecanismo propuesto Moléculas candidatas
TAU Moduladores del splicing de MAPT
Drogas estabilizadoras de microtubulos
Inhibidores de la hiperfosforilación de Tau
Inhibidores de la agregación de Tau
Degradación de Tau por el sistema ubiquitina-proteasoma
Degradación de Tau por la autofagia celular
Aumento de la función mitocondrial
Inmunosupresión de Tau
Moduladores de la expresión de tau
Neomicina
Mitoxantrona
Paclitaxel
Davunetide
Litio
Acido Valproico
NP12 (tideglusib)
Azul de Metileno
Antraquinonas
N-fenilaminas
Feniltiazolhidrazidos
Rodaninas
HSP90 y HSP70
Co-chaperonas
Rapamicina
NH4Cl o cloroquina
Coenzima Q10 (CoQ10)
Anticuerpos anti-tau
Vacunas
Rotenona
Introducción carol_Maquetación 1  22/01/2014  15:58  Página 93
Degeneración Lobar Frontotemporal asociada a mutaciones en progranulina
94
expresión de GRN (Banzhaf-Strathmann J, 2013,Galimberti, et al., 2013,Nguyen, et al.,
2013). También se ha descrito, que algunos micro ARNs como miR-29b o miR-107 son ca-
paces de incrementar los niveles de PGRN a través de la expresión de GRN (Jiao, et al.,
2010,Kocerha, et al., 2011,W.X. Wang, et al., 2010). Por otro lado, también existen com-
puestos capaces de inhibir la degradación del ARNm de PGRN. En este sentido existen dos
ensayos clínicos en fase II y III, para el tratamiento de la distrofia de Duchenne y la fibrosis
quística, con el compuesto PTC124, un estabilizador del ARN mensajero que se puede su-
ministrar por vía oral (Du, et al., 2013,Welch, et al., 2007). Otros compuestos son capaces
de aumentar los niveles de PGRN independientemente de su expresión. Así, algunos agen-
tes alcalanizantes, inhibidores selectivos de la ATPasa vacuolar, como cloroquina, amioda-
rona o Bafilomicina A1 (BafA1), son capaces de aumentar los niveles de PGRN a través de
un mecanismo post-traduccional independiente de la degradación lisosomal, autofagia o
endocitosis (Capell, et al., 2011). Otras evidencias muestran que la sobreexpresión de PDI4
(Protein disulfide isomerase 4), una chaperona encargada del correcto plegamiento de las
proteínas, es capaz de aumentar la cantidad de PGRN secretada en células en cultivo (Al-
meida, et al., 2011) y que la adición de PGRN recombinante exógena podría ser efectiva
en el tratamiento de la DLFT (Nguyen, et al., 2013). Algunos de los compuestos capaces
de aumentar los niveles de PGRN ya se están usando en otras enfermedades, por ejemplo
cloroquina se usa para el tratamiento de la malaria y bepridil y amiodarona son usadas en
el tratamiento de las anginas de pecho (Capell, et al., 2011,Solomon y Lee, 2009).
Debido a que la PGRN es una proteína de secreción, se ha propuesto que el uso de
drogas dirigidas a los receptores de esta proteína podrían ser eficaces en el tratamiento
sde la DLFT. Como ya se ha descrito anteriormente, se cree que sortilina 1 (SORT1) y TNFR
(Tumor necrosis factor receptor) pueden ser los receptores de PGRN  (F. Hu, et al.,
2010,Tang, et al., 2011). Después de su unión a SORT1, la PGRN es endocitada y degra-
dada en el lisosoma. Diferentes trabajos aportan evidencias de que este receptor es capaz
de regular los niveles de PGRN extracelular, por ejemplo se han descrito variantes del gen
de SORT1 capaces de regular los niveles de PGRN en plasma (Carrasquillo, et al., 2010) y
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se ha demostrado que el bloqueo de la expresión de SORT1 es capaz de normalizar la de-
ficiencia de PGRN de un ratón GRN-/- (Gass, et al., 2012). Estos resultados sugieren que
el bloqueo de SORT1 puede ser una buena diana terapéutica para el tratamiento de la DLFT
ya que permitiría aumentar los niveles de PGRN circulante. Así por ejemplo, se ha descrito
que la adición de un péptido que contiene el fragmento C-terminal de la PGRN es capaz de
competir con la PGRN endógena para unirse a SORT1 (F. Hu, et al., 2010,Zheng, et al.,
2011). Recientemente se ha propuesto que la PGRN puede actuar como un antagonista
de TNFα debido a que se ha descrito que es capaz de unirse al receptor 2 (TNFR2) del
factor de necrosis tumoral (Tang, et al., 2011) con mayor afinidad que TNFα. De esta ma-
nera, la deficiencia de PGRN facilitaría la unión de TNFα a su receptor aumentando así la
neuroinflamación y consiguiente neurodegeneración en la DLFT. Se ha diseñado un péptido
con los sitios de unión de la PGRN a TNFR  (atsttrina) que puede prevenir la inflamación
asociada a la pérdida de PGRN en un modelo de ratón de artritis inflamatoria (Tang, et al.,
2011) sugiriendo que podría ser un posible tratamiento para la DLFT. Sin embargo, algunos
estudios recientes no muestran evidencia de la unión de PGRN a TNFR (Chen, et al., 2013)
por lo que es necesario conocer más acerca de la relación de la PGRN y  TNFα en el SNC
para poder desarrollar terapias específicas. 
Además, como ya se ha descrito en apartados anteriores, la PGRN es capaz de re-
gular un gran número de funciones celulares a través de su interacción, dentro y fuera de
la célula, con rutas de señalización como PI3K/Akt, MAPK y p70S6 (He y Bateman,
2003,Monami, et al., 2006,Zanocco-Marani, et al., 1999), por lo tanto la modulación de
estas rutas podría ser un tratamiento efectivo para la DLFT. Recientemente, se ha descrito
que la deficiencia de PGRN también está implicada en la sobreactivación de la ruta de se-
ñalización de Wnt (Rosen, et al., 2011) por lo que se cree que la inhibición de esta ruta po-
dría ser una potencial estrategia terapéutica para el tratamiento de la DLFT (Korade y
Mirnics, 2011). 
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Tabla 6: Compuestos con potencial terapéutico para el tratamiento de la DLFT asociada a mutaciones
en GRN
7.2.3. Terapias dirigidas al tratamiento de la DLFT-TDP
Los depósitos de TDP-43 son la marca patológica de la DLFT-TDP. En la mayoría de
los casos estas inclusiones van asociadas a mutaciones en el gen GRN aunque también
se encuentran inclusiones de TDP-43 en la DLFT asociada a mutaciones en VCP y C9ORF72
(Eriksen y Mackenzie, 2008,Gitcho, et al., 2009b,Mackenzie, et al., 2013) así como en otras
enfermedades como la ELA (Barmada y Finkbeiner, 2010). Como ya se ha descrito, la pa-
tología de TDP-43 se caracteriza por una hiperfosforilación, ubiquitinación, corte en frag-
mentos C-terminales y la translocación de la proteína desde el núcleo al citoplasma
Diana Mecanismop Propuesto Moléculas candidatas
Progranulina Aumento de la expresión de   
GRN
Aumento de los niveles
intracelulares de PGRN
Aumento de los niveles de 
PGRN extracelular
Inhibición de rutas de 
señalización activadas por  
PGRN
ProgranulinaDianaInhibición
de histona deacetilasas (HDAC)
Inhibición de la degradación 
del ARN mensajero
Inducción de un trasgen  
exógeno
Control de la expresión de GRN 
por miARN 
Modificaciones epigenéticas
Inhibición de la ATP-asa
vacuolar
Control del correcto   
plegamiento de las proteínas
Péptidos que compiten por la 
unión al receptor de sortilina
Adición de PGRN recombinante
Bloqueo de la vía de
señalización WNT
Vorinostat (SAHA)
Resveratrol
PTC124
Terapia de reemplazamiento  
génico viral
miR-29b
miR-107
-
Bafilomicina A1 (BafA1)
Cloroquina
Bepredil
Amiodarona
Sobreexpresión de PDI4 
Péptido del fragmento
C-terminal de PGRN
-
Antagonistas de WNT
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(Neumann, et al., 2006). La búsqueda de aproximaciones terapéuticas se centra funda-
mentalmente en la modificación farmacológica de los mecanismos que controlan la distri-
bución subcelular de la proteína, así como la ubiquitinación, fosforilación y procesamiento
anómalo de TDP-43.
Algunas de las estrategias propuestas para el tratamiento de la DLFT asociada a
inclusiones de TDP-43 son similares a las propuestas para el tratamiento de las taupatias.
Por ejemplo se ha descrito que la activación de la autofagia puede ser un tratamiento efec-
tivo en la DLFT-TDP, en este sentido en un trabajo reciente han visto que el tratamiento con
rapamicina es capaz de reducir la pérdida neuronal en el lóbulo frontal y mejorar el apren-
dizaje y las funciones motoras en un modelo de ratón de DLFT-TDP (Wang, et al., 2013).
Por otro lado, se ha descrito que el uso de vacunas o anticuerpos capaces de neutralizar
TDP-43 pueden ser usados en el tratamiento de la DLFT asociada a inclusiones de esta
proteína. La TDP-43 fosforilada es más propensa a agregarse, por lo que la inhibición de
las kinasas encargadas de fosforilar específicamente a TDP-43 podría ser una buena es-
trategia terapéutica. No se sabe mucho de las kinasas encargadas de fosforilar a TDP-43,
aunque recientemente se ha visto que CDC7, una kinasa relacionada con el ciclo celular,
es capaz de fosforilar a TDP-43 en sus sitios patogénicos. Por lo tanto el uso de inhibidores
específicos de CDC7 serian un posible tratamiento para la DLFT-TDP (Liachko, et al., 2013).
TDP-43 es una proteína de unión a ADN/ARN cuyas funciones principales están re-
lacionadas con la regulación de la expresión génica (Buratti y Baralle, 2001,Crozat, et al.,
1993). Se ha descrito que es esencial identificar moléculas capaces de modificar las fun-
ciones patológicas de las proteínas de unión a ADN/ARN entre las que se encuentra TDP-
43, pero también otras proteínas relacionadas con la patología de la DLFT como FUS, para
poder desarrollar nuevas terapias para el tratamiento de la DLFT (Sun, et al., 2011). Por
otro lado algunos trabajos recientes sugieren un posible esparcimiento de la enfermedad
a través de diferentes regiones del cerebro con un mecanismo similar al de los priones (Cla-
vaguera, et al., 2009,Verma, 2013). Interesantemente, tanto TDP-43 como FUS muestran
un “dominio prion” muy similar al específico de las proteínas prion, lo que hace que las for-
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mas patológicas de la proteína puedan propagarse hacia tejidos o células sanas (Cushman,
et al., 2010,Fornai, et al., 2011,Fuentealba, et al., 2010,King, et al., 2012,Liu-Yesucevitz,
et al., 2010,Nonaka, et al., 2013). Estas observaciones sugieren la necesidad de que los
tratamientos terapéuticos contemplen la forma de prevenir la expansión de la enfermedad
(Cushman, et al., 2010). 
7.2.4. Otras posibles dianas moleculares
Además de las mutaciones en GRN y MAPT, se han descrito formas menos frecuen-
tes de la DLFT asociadas a mutaciones en otros genes como VCP, CHMP2B y C9ORF72. 
Las mutaciones en VCP están asociadas con la enfermedad de Paget y DLFT (Watts,
et al., 2004). VCP es una proteína que está involucrada en muchos procesos celulares in-
cluyendo la formación post-mitótica del Golgi, la reparación de daños del ADN y la degra-
dación de proteínas vía el sistema ubiquitina-proteasoma y retículo endoplasmático (Waugh,
et al., 2003,Wojcik, 2002). Los recientes descubrimientos que sugieren que alteraciones
en la degradación de proteínas a través del sistema ubiquitina-proteasoma y la autofagia
podrían ser la causa patológica asociada mutaciones en VCP nos hacen pensar que la mo-
dulación de los sistemas de degradación de proteínas podrían ser una buena diana tera-
péutica para tratar la DLFT asociada a mutaciones en VCP (Ju y Weihl, 2010). Además, las
mutaciones de pérdida de función en VCP causan estrés oxidativo, apoptosis dependiente
de la mitocondria (Braun y Zischka, 2008) y la presencia de un alelo de apolipoproteína E4
(ApoE4) más comprometido a desarrollar DLFT (Mehta, et al., 2007), sugiriendo que apoE4
es un modificador genético implicado en la presentación clínica de la DLFT y por lo tanto
se ha propuesto terapias contra apoE4 como posibles tratamientos en la DLFT (Mahley, et
al., 2006). 
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Las mutaciones en C9ORF72 están relacionadas con diferentes enfermedades neu-
rodegenerativas como la EA y ELA y DLFT-TDP. Estas alteración genética consiste en  una
repetición patogénica de hexanucleotidos en el marco de lectura y se ha sugerido que per-
turba el metabolismo del ARN mensajero induciendo su acumulación y toxicidad (DeJesus-
Hernandez, et al., 2011,Fratta, et al., 2012). Los posibles tratamientos para la DLFT
asociada a mutaciones en este gen van desde drogas capaces de aumentar los niveles de
la proteína no mutada a tratamientos de inmunoterapia contra TDP-43 que sean capaces
de disminuir los niveles de TDP-43 patogénica. Además, se ha propuesto la posibilidad de
eliminar las expansiones patogénicas de ARN usando oligonucleótidos de ARN antisentido
que pueden eliminar la proteína mutada.
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El problema fundamental en el estudio de la DLFT es que el tejido nervioso dispo-
nible proviene de material de autopsia, frecuentemente procedente de casos terminales
de patología avanzada. En estos casos, es imposible separar aquellos eventos causales de
otros inespecíficos que se deriven de la pérdida celular provocada por la enfermedad. Ade-
más, el uso de material de autopsia dificulta el estudio de los procesos patológicos iniciales
a nivel celular y/o molecular.  Por este motivo, el desarrollo de modelos animales y celulares
que presentan las características genéticas y patológicas de la DLFT ha sido fundamental
para el estudio de la enfermedad así como para identificar posibles dianas terapéuticas y
para probar la eficacia de diferentes tratamientos.
8.1. Modelos Animales
Hasta la fecha se han desarrollado diferentes modelos animales para el estudio de
la DLFT. Es común el uso del nematodo C. elegans para el estudio de diferentes enferme-
dades neurodegenerativas (Li y Le, 2013) entre las que se encuentra la DLFT (Boyd, et al.,
2013,Vaccaro, et al., 2012). De todos los genes que han sido ligados a formas familiares
de DLFT, sólo CHMP2B no tiene homólogos en C. elegans, lo que significa que este orga-
nismo es un buen modelo para el estudio de la patofisiología de la enfermedad y para la
búsqueda de nuevas dianas terapéuticas. Se han generado gusanos transgénicos capaces
de expresar las proteínas humanas TDP-43 y tau que han servido para estudiar la formación
de los agregados patogénicos y su neurotoxicidad (Ash, et al., 2010,Brandt, et al.,
2009,Guthrie, et al., 2009,Liachko, et al., 2010). Además de modelar la enfermedad, este
organismo puede ser usado para caracterizar nuevas funciones de proteínas relacionadas
con la DLFT. Por ejemplo, usando este nematodo se ha identificado una nueva función de
la PGRN en la regulación la cinética de la apoptosis (Kao, et al., 2011). También en Droso-
phila se han identificado homólogos de muchos de los genes que causan los síndromes
autosómicos de la DLFT como VCP, TARDBP y MAPT. Estos modelos son muy útiles para
estudiar los mecanismos patogénicos de la enfermedad con mutaciones puntuales y para
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identificar posibles dianas terapéuticas debido a su baja relación coste/beneficio y a que
tienen ciclos vitales cortos (Diaper, et al., 2013,Gistelinck, et al., 2012,N.C. Kim, et al.,
2013).
El pez cebra (Danio rerio) es un modelo usado fundamentalmente para el estudio
del desarrollo de los vertebrados que también es útil en el estudio de las enfermedades
neurodegenerativas ya que contiene sistemas neuroquímicos, neuronas especializadas y
células de la glía. Muchos de los genes implicados en las enfermedades neurodegenerati-
vas humanas tienen ortólogos en el pez cebra (Sager, et al., 2010) y además se ha conse-
guido que exprese proteínas humanas como tau, por lo que se pueden usar estos modelos
para replicar aspectos moleculares de la DLFT (Bai y Burton, 2011).
Los ratones transgénicos son el modelo más comúnmente usado en el estudio de
la DLFT. En ellos se pueden estudiar distintas marcas patogénicas y características clínicas
de la enfermedad como la neuroinflamación o los cambios de comportamiento. Hasta la
fecha se han creado varias líneas de ratones transgénicos que presentan mutaciones en
MAPT, GRN, TARDBP, VCP y CHMP2B. La lista de todas las líneas transgénicas de ratón se
pueden encontrar en la página de Alzforum  (http://www.alzforum.org/res/com/tra/).
Se han creado más de 25 líneas de ratones transgénicos que expresan la proteína
tau humana con mutaciones ligadas a la DLFT. Con la excepción de unas pocas líneas que
expresan mini genes, la mayoría de los ratones transgénicos de tau expresan la variante
4R de la proteína, con o sin los insertos N-terminales (Noble, et al., 2010). No todas las lí-
neas presentan fenotipos similares a la enfermedad humana, aunque a pesar de ello sí
que se observa la disfunción cognitiva que precede a la neurodegeneración además de dé-
ficits en la plasticidad sináptica  (Ramsden, et al., 2005). Con estos modelos de ratón se
ha demostrado por ejemplo que la neurodegeneración y los déficits cognitivos están aso-
ciados a la formación de ovillos neurofibrilares (Santacruz, et al., 2005) y actualmente se
están usando para el estudio preclínico de gran cantidad de terapias potenciales para el
tratamiento de la DLFT-TAU (Noble, et al., 2010).
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Hasta la fecha se han generado varios modelos de ratón para entender las funcio-
nes de TDP-43. En ellos, se ha visto que la deleción total de la proteína es letal desde las
primeras etapas del desarrollo embrionario mientras que los animales heterocigotos pre-
sentan niveles normales de TDP-43 sin presentar una neuropatología clara, lo que limita la
utilidad de este tipo de ratones (Kraemer, et al., 2010,Sephton, et al., 2010,Wu, et al.,
2010). En otros modelos se usan promotores heterólogos para expresar la TDP-43 humana
a través del sistema nervioso del ratón generando un fenotipo que presenta fallos motores
severos y que lleva a la muerte en semanas o meses (Wegorzewska, et al., 2009,Xu, et al.,
2010). Además, éstas líneas de TDP-43 presentan marcas patológicas características de
la DLFT como inclusiones neuronales ubiquitin positivas, astrogliosis y pérdida de las neu-
ronas piramidales de la corteza frontal (Seeley, et al., 2006,Tsuchiya, et al., 2002). También
se han creado líneas de ratones que expresan TDP-43 en las neuronas del cerebro anterior,
éstas líneas presentan signos neurodegeneración y alteraciones en el comportamiento
(Tsai, et al., 2010). La presencia de fenotipos relacionados con la DLFT, hace que estos mo-
delos de ratón sean importantes para el estudio de los mecanismos por los que TDP-43
contribuye a la neurodegeneración. Sin embargo, aunque muchas líneas exhiben marcas
patológicas propias de la DLFT-TDP como la presencia de inclusiones intranucleares o cito-
plasmáticas y fragmentos C-terminales de TDP-43, ninguna de estas marcas correlacionan
bien con la presencia de déficits funcionales, sugiriendo que algún otro mecanismo podría
ser necesario para la progresión de la enfermedad. 
Para examinar el papel de la PGRN en el SNC, algunos grupos han generado ratones
knockout de PGRN con los que se ha descubierto un posible papel de esta proteína en el
desarrollo sexual del cerebro. En ese caso, los ratones deficientes en PGRN  presentan
anormalidades tempranas en el comportamiento social sin deterioro en la salud general ni
en la función motora, aunque sí parecen presentar características similares a depresión y
desinhibición así como problemas en el aprendizaje (Ghoshal, et al., 2012,Kayasuga, et
al., 2007,Yin, et al., 2010b). Con la edad, los ratones desarrollan una neuropatología ca-
racterizada por acumulación de proteínas ubiquitinizadas, lipofuscinosis, microgliosis y as-
Carolina Alquézar Burillo
103
Introducción carol_Maquetación 1  22/01/2014  15:58  Página 103
Degeneración Lobar Frontotemporal asociada a mutaciones en progranulina
104
trocitosis (Ahmed, et al., 2010) además de presentar alteraciones en la conectividad y plas-
ticidad sináptica (Tapia, et al., 2011). El problema de estos modelos es que, aunque mues-
tren muchas de las características fenotípicas de la DLFT, son nulos para GRN mientras
que en los humanos, la deficiencia completa de la proteína causa una enfermedad diferente
a la DLFT (lipofuscinosis ceroide neuronal) (Smith, et al., 2012).
También existen algunos modelos de ratón que presentan mutaciones en otros
genes relacionados con al DLFT como VCP y CHMP2B. Recientemente se han generado
dos líneas transgénicas y una knock-in que presentan mutaciones en VCP (Badadani, et
al., 2010,Custer, et al., 2010). Estos modelos muestran perturbaciones en el músculo,
hueso y cerebro similares a las encontradas en el síndrome humano IBMPFD o enfermedad
de Paget. Estos ratones muestran alteraciones en el comportamiento, ansiedad, problemas
para reconocer objetos y convulsiones. Se ha observado gliosis y pérdida nuclear de TDP-
43 acompañada de acumulación citosólica de formas ubiquitinizadas de la proteína, por lo
que estas líneas pueden ser útiles para estudiar como las mutaciones en VCP pueden afec-
tar a TDP-43 y causar pérdida neuronal. En cuanto a las mutaciones en CHMP2B, se han
generado ratones que expresan el intrón 5 de la proteína (CHMP2BIntron5). Estos ratones
desarrollan inclusiones de proteínas ubiquitinizadas que son negativas para TDP-43 y FUS,
que se corresponderían con la patología de DLFT-UPS característica de pacientes con mu-
taciones en el gen CHMP2B (Skibinski, et al., 2005). Los ratones desarrollan hinchazón
axonal y presentan reducción de la supervivencia. Ninguna de estas anormalidades se ha
visto en ratones que sobre expresan la CHMP2B completa o que son knockout para esta
proteína, lo que nos hace pensar que el efecto de ganancia de función lo hace solo la iso-
forma CHMP2BIntron5 (Ghazi-Noori, et al., 2012).
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8.2. Modelos Celulares
Uno del los principales problemas en el estudio de la DLFT y el desarrollo de nuevas
terapias ha sido que los modelos animales no siempre presentan las características feno-
típicas propias de la enfermedad. Una forma fácil de abordar el estudio de la DLFT es el
uso de líneas celulares establecidas en las que se han inducido alteraciones que hacen
que reproduzcan alguna de las características patológicas de la enfermedad. En la mayoría
de los trabajos se usan líneas celulares de neuroblastoma humano como SH-SY5Y en los
que se desarrolla la patología de tau (Furukawa, et al., 2000) o TDP-43 (Nonaka, et al.,
2009a), aunque también hay trabajos realizados usando modelos celulares procedentes
de tejidos no neuronales como células HEK (Jiao, et al., 2010) o células HeLa (Lee, et al.,
2012). 
La mejor forma de estudiar una determinada enfermedad es usar células o tejidos
afectados de pacientes. Debido a la dificultad de obtener las células nerviosas, el uso de
células extraneurales de pacientes es una estrategia complementaria y alternativa en el
estudio de las enfermedades neurodegenerativas. El uso de este tipo de células se basa
en estudios que muestran que las alteraciones asociadas a desordenes neurológicos son
un fenómeno general que afecta también a células no neuronales (Etcheberrigaray y Iba-
rreta, 2001,Gibson y Huang, 2002,Ibarreta, et al., 1997,Miller, et al., 2013,Rossi, et al.,
2013,Rossi, et al., 2008,van der Zee, et al., 2011). Aunque tengan menos importancia clí-
nica, las manifestaciones sistémicas de las enfermedades neurodegenerativas permiten
el estudio de aspectos fisiopatológicos relevantes en células y tejidos de más fácil acceso
que el tejido nervioso. Los principales tejidos periféricos que se usan para el estudio de las
enfermedades neurodegenerativas son células sanguíneas (linfocitos o plaquetas) y fibro-
blastos. Diferentes evidencias indican que los linfocitos pueden ser un buen modelo para
el estudio de las enfermedades neurodegenerativas. Por ejemplo el uso de linfocitos pro-
cedentes de pacientes de alzhéimer ha permitido identificar alteraciones en el ciclo celular
(Bartolome, et al., 2009,Bialopiotrowicz, et al., 2012,de las Cuevas, et al., 2003,Esteras,
et al., 2013,Munoz, et al., 2008,Song, et al., 2012), mitocondriales y en el estrés oxidativo
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(Sultana, et al., 2011) relacionadas con la enfermedad. Por otro lado, usando este modelo
celular también se han identificado variaciones en la homeostasis del calcio  (Ibarreta, et
al., 1997) o la alteración en genes relacionados con la patología de la EA (Cheung, et al.,
2010). En relación con la DLFT, hasta la fecha hay menos trabajos en los que usan células
extraneurales de pacientes, aunque sí hay estudios donde el uso de linfocitos o fibroblastos
han servido para identificar mutaciones en genes asociados a la DLFT como por ejemplo
MAPT (Rossi, et al., 2013,Rossi, et al., 2008) TARDBP (van der Zee, et al., 2011) y GRN (Ca-
pell, et al., 2011,Chiang, et al., 2008).
Por otro lado, los fibroblastos procedentes de pacientes pueden ser usados para
generar células madre pluripotentes inducidas (células iPS, por sus siglas en inglés: “Indu-
ced Pluripotent Stem Cells”) capaces de diferenciarse a la mayoría de los tejidos (Yu, et al.,
2007). Esta tecnología se basa en la expresión de cuatro genes, Oct3/4, SOX2, NANOG y
c-Myc mediante el uso de un sistema retroviral (Takahashi, et al., 2007). También se han
desarrollado otros métodos de reprogramación sin integración retroviral, por ejemplo a tra-
vés de la expresión de agregados de micro ARN como miR302/367 (Anokye-Danso, et al.,
2011). Se han generado múltiples líneas celulares iPS a partir de pacientes diagnosticados
de DLFT con mutaciones en GRN, MAPT y C9ORF72 así como a partir de individuos control
o casos esporádicos de la enfermedad (Almeida, et al., 2013,Almeida, et al., 2012). Las lí-
neas celulares iPS y sus derivados, como por ejemplo neuronas humanas específicas de
paciente, proveen un nuevo sistema de estudio y de desarrollo de tratamientos, comple-
mentario a los ya existentes modelos celulares y animales. La eficacia y la toxicidad de los
compuestos que pueden por ejemplo aumentar los niveles de PGRN ahora pueden ser tes-
tadas en neuronas humanas derivadas de células iPS portadoras de mutaciones en GRN.
De forma similar, compuestos que son capaces de disminuir los niveles de tau pueden ser
testados en cultivos de neuronas humanos derivadas de células iPS portadoras de muta-
ciones en MAPT. 
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El objetivo fundamental de esta tesis ha sido desvelar la posible contribución de
los fallos en el control de los mecanismos que regulan la supervivencia/muerte celular a
la neurodegeneración característica de la degeneración lobar frontotemporal (DLFT) aso-
ciada al déficit de progranulina.
Nuestra  hipótesis de trabajo parte de la base de que las alteraciones en los meca-
nismos de control del ciclo de división celular pueden estar asociadas con la muerte neu-
ronal característica de las enfermedades neurodegenerativas. Esta hipótesis se apoya en
el hecho de que se ha encontrado una expresión anómala de proteínas reguladoras del
ciclo celular y evidencias directas de replicación del ADN en biopsias post mortem de pa-
cientes de diversas enfermedades neurodegenerativas, así como observaciones in vitro de
que la expresión ectópica de alguna de estas proteínas en cultivos neuronales causa la
muerte celular por apoptosis.
En esta tesis pretendemos estudiar los mecanismos de regulación del ciclo celular
y apoptosis en  linfocitos inmortalizados de pacientes de DLFT portadores de la mutación
c.709-1G>A en el gen GRN. Asumimos, basándonos en trabajos previos de nuestro y de
otros laboratorios, que las enfermedades que afectan al sistema nervioso central tienen
también manifestaciones sistémicas y por tanto, su estudio puede aportar algunas claves
sobre el proceso neurodegenerativo. Por otra parte, creemos que el conocimiento de los
factores responsables de la perturbación funcional del ciclo celular y apoptosis podría ayu-
dar a diseñar estrategias terapéuticas dirigidas a impedir la entrada en ciclo celular o a
provocar la detención del mismo en algún punto de control que permita la rediferenciación
de las neuronas afectadas.
Los objetivos concretos que se proponen son los siguientes:
1.- Establecer líneas linfoblásticas mediante la transformación de linfocitos, con el
virus de Epstein-Barr, de individuos portadores de la mutación en GRN c.709-1G>A,
pacientes diagnosticado de demencia frontotemporal, individuos asintómaticos y
donantes controles, para realizar estudios funcionales y como plataforma para la
evaluación de posibles tratamientos farmacológicos.
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2.- Estudiar de forma comparativa la actividad proliferativa y la vulnerabilidad de estas
células frente a determinados estímulos 
3.- Estudiar la influencia del déficit de progranulina (PGRN) en las vías de señalización
implicadas en el control de supervivencia/muerte celular.
4.- Identificación de posibles dianas terapéuticas para el tratamiento de la DLFT aso-
ciada a las mutaciones en GRN.
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El grueso de los materiales y métodos empleados en la realización de esta tesis se
exponen en los artículos correspondientes (1-4). En esta sección, describimos con más de-
talle el principal modelo celular, linfocitos inmortalizados con el Virus de Epstein-Barr, así
como las características de los individuos usados en este estudio. Por otro lado, en la tabla
7 se presenta un resumen de las drogas con posible potencial terapéutico para el trata-
miento de la DLFT usadas en este trabajo. Cabe destacar que todas estas drogas ya han
sido usadas o están en alguna fase de ensayo clínico para el tratamiento de diferentes en-
fermedades.
Tabla 7: Resumen de los compuestos con potencial terapéutico para el tratamiento de la DLFT que
se han usado en este trabajo. 
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Nombre Diana Estructura Uso en clínica
Butirato de Sodio Inhibidor de HDAC (Inhibe expresión de CDK6)
En fase 2 para el tratamiento
de algunas infecciones del
colon como shigellosis y se ha
propuesto como tratamiento
para el cáncer de colon.
PD332991 Inhibidor selectivode CDK6/4
En fase 2 de un estudio clínico
para el tratamiento del cáncer
de mama
Vorinostat; Suberoylanilide
Hydroxamic Acid, (SAHA)
Inhibidor de HDAC (Aumenta
expresión de GRN)
En fase 2 de un ensayo clínico
para el tratamiento del cáncer
de mama, colorectal y pulmón
Cloroquina Agente alcalinizante (Aumentalos niveles de PGRN)
Se usa para el tratamiento 
de la malaria y está en fase
1 para el tratamiento del 
cáncer de pulmón
Selumetinib (AZD6244 Inhibidor de MEK1
En fase 1, 2 y 3 de ensayos
clínicos para el tratamiento 
de diferentes tipos de cáncer
MEK162
(ARRY-438162) Inhibidor de MEK1/2
En fase 1 de un ensayo 
clínico para el tratamiento 
de diferentes tipos de cáncer.
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El establecimiento de las líneas celulares linfoblásticas se hizo a partir de células
mononuclerares de sangre periférica (CMSP) obtenidas  a partir de sangre total, usando
gradientes de densidad en Ficoll-Isopaque (LymphoprepTM), según el procedimiento descrito
por Koistinen en 1987 (Koistinen, 1987). El método de separación de las CMSP  se basa
en que estas células tienen una densidad inferior a la de las células polimorfonucleares
(granulocitos) y eritrocitos. La separación en un medio isosmótico de densidad igual a
1,077g/ml, permite que los eritrocitos y granulocitos sedimenten a través del medio y que
se forme una banda claramente visible que contiene las CMSP entre la muestra y la inter-
fase medio-muestra como puede verse en la figura 12.
Fig.12. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica. A) Esquema representativo y B) imagen
real de las fases de separación  obtenidas tras la centrifugación en un gradiente de Ficoll-Isopaque (Lympho-
prepTM). 
El establecimiento de las líneas celulares linfoblásticas se realizó a partir de la po-
blación de CMSP, infectando los linfocitos con el virus de Epstein-Barr (EBV) (Steinitz y Klein,
1980). El EBV usado en las transformaciones se obtuvo a partir de una línea celular de lin-
foma de Burkitt (B-95-6) cedida por Longina Akhatat (National Institute of Alcohol and Abuse
Disorders, NIH, Bethesda, USA). Además del virus de Epstein-Barr se añadió 1µg/ml de ci-
closporina para evitar la activación de los linfocitos T presentes en la población que pudiera
impedir proliferación de los linfocitos B infectados. Al cabo de 3 o 4 semanas comenzaron
a aparecer los primeros clones linfoblásticos. Una vez transformadas, las células se crecie-
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ron en suspensión y cuando se obtuvo la cantidad suficiente se congelaron en nitrógeno lí-
quido, en 1 ml de medio de cultivo con 7,5% de dimetilsulfóxido (DMSO). Para comenzar a
trabajar, las células se descongelaron, se retiró el medio con DMSO y se cultivaron en sus-
pensión a una concentración inicial de 1 x 106 células x ml-1 en frascos de cultivo de 25
cm2 en posición vertical dentro de un incubador húmedo, con 5% de CO2  y a 37ºC de tem-
peratura. El medio de cultivo utilizado fue RPMI-1640 (Invitrogen), suplementado con 1%
L-glutamina 2mM, 1% penicilina/estreptomicina (Invitrogen) y, a menos que se indique lo
contrario,  10% (v/v) de suero fetal bobino (FBS). Este medio se reemplazó de manera ru-
tinaria dos veces por semana.
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Todos los donantes de sangre a partir de los cuales se han originado las líneas lin-
foblásticas usadas en este trabajo son originarios del País Vasco y en su mayoría pertene-
cen a 5 familias en las que hay individuos sanos que no presentan la mutación en el gen
GRN que se han usado como control e individuos portadores de la mutación c.709-1G>A,
tanto asintomáticos como diagnosticados de DLFT. La figura 13 muestra los árboles gene-
alógicos de las familias usadas en este trabajo.
Fig. 13. Descripción de las familias donantes de sangre. Los individuos donantes de sangre pertenecen a cinco
familias. Los enfermos de DLFT están representados en color negro y la presencia de la mutación c.709-1G>A
está indicada con un asterisco (*). Los cuadrados representan a las mujeres y los círculos hombres.
2.1. Características clínicas
Todos los pacientes incluidos en este trabajo fueron diagnosticados de DLFT por
cinco neurólogos expertos del hospital de Donostia, aplicando los criterios establecidos
(Litvan, et al., 2003,McKeith, et al., 2005,McKhann, et al., 2001) y a partir del estudio de
las características clínicas, imágenes de resonancia magnética y PET además de otros test
complementarios. 
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La clasificación clínica de los pacientes se hizo en función del orden de aparición y
severidad de los diferentes síndromes asociados a la DLFT (Kertesz, et al., 2005). La tabla
8 muestra algunas características de los individuos usados en este estudio como su edad,
género, edad de inicio de la enfermedad y presentación clínica. El curso de la enfermedad
es bastante similar en la mayoría de los enfermos y se caracteriza por una progresión rela-
tivamente rápida de la demencia asociada a diferentes síndromes clínicos en función del
patrón de atrofia cerebral. Así, los pacientes presentan APPNF si la atrofia cerebral es pre-
dominante en el lóbulo frontotemporal izquierdo, DFT-vc si es en el  derecho y SCB si es
predominantemente parietal. Además la mayoría de los individuos presentan antecedentes
familiares de la enfermedad. 
Como se muestra en la tabla 8, un total de 28 individuos han sido usados en este
trabajo, de los cuales 10 son controles asintomáticos y 18 son portadores de la mutación
c.709-1G>A (11 asintomáticos y 7 diagnosticados de DLFT). La sangre de estos individuos
se obtuvo después de la firma del consentimiento informado por parte de los pacientes o
sus familiares.
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Tabla 8: Características clínicas y demográficas de los individuos usados para generar las líneas lin-
foblásticas usadas en este trabajo. 
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Caso Sexo Edad Edad deinicio
Presentación
clínica
Portador
mutación
c.709-1G>A
Antecedentes
familiares
C4
C6
C8
C13
C14
C15
C18
C20
C22
C23
F
M
M
M
M
F
F
M
F
F
41
42
46
70
56
41
58
69
64
31
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
APP, DFT
SCB
APP, DFT
-
SCB, DFT
SCB, DFT
SCB, DFT
-
-
DFT-vc, SCB
p2
p7
p9
p12
p16
p17
p19
p21
p27
p28
p29
F
F
M
F
F
M
M
M
M
M
F
35
44
43
63
71
46
67
72
36
34
54
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
-
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sano
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
DFT-vc
SCB, DFT-vc
-
SCB, DFT-vc
SCB, DFT-vc
SCB, DFT-vc
SCB, DFT-vc
DFT-vc, SCB
DFT-vc
DFT-vc
DFT-vc
P5
P10
P11
P25
P26
P30
P31
F
F
F
F
F
F
F
70
70
68
65
60
54
70
64
65
-
63
57
54
63
DFT-vc, SCB
APNF, SCB
SCB, DFT
DFT-vc, SCB
DFT-vc
DFT-vc
DFT-vc, SCB
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
Sí
-
DFT
SCB, DFT
-
DFT-vc
-
-
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2.2.    Características neuropatológicas:
La presencia de marcas patológicas características en el cerebro de enfermos de
DLFT sirve para confirmar el diagnóstico en los casos familiares de la enfermedad.
En el estudio neuropatológico del cerebro de un paciente de DLFT con la mutación
c.709-1G>A (Lopez de Munain, et al., 2008) se identificó una visible perdida neuronal así
como gliosis astrocítica en la corteza frontal, temporal, insular y cingulada, normalmente
acompañada de espongiosis en la capa II de la corteza cerebral. La pérdida neuronal y la
gliosis también eran evidentes en el núcleo caudado y putamen (que juntos forman el nú-
cleo estriado). El análisis inmunohistoquímico permitió identificar abundantes inclusiones
de proteínas ubiquitinizadas  en el citoplasma de las neuronas afectadas, y algunas inclu-
siones intranucleares (ojos de gato), que eran inmunorreactivas para TDP-43 (Fig. 14).
Fig. 14: Análisis inmunohistoquímico
del cerebro de un paciente de DLFT
asociada a la mutación c.709-1G>A.
Neuritas aberrantes, inclusiones intra-
citoplasmáticas e intranucleares mar-
cadas con anticuerpos anti-ubiquitina
(A y B) y anti TDP-43 (C y D).  Tomada
(López de Munain, et al., 2008).
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2.3. Estudio y caracterización de la mutación c.709-1G>A
La secuenciación del gen de la GRN, la caracterización de la mutación c.709-1G>A
y el análisis de la expresión de dicho gen se realizó en el servicio de neurología del hospital
de Donostia en San Sebastián (Lopez de Munain, et al., 2008). Esta mutación puede apa-
recer asociada a diferentes síndromes clínicos y todos los individuos afectados son origi-
narios del País Vasco.
La mutación c.709-1G>A es una mutación intrónica simple que causa la aparición
de una proteína truncada por una alteración del splicing del ARN mensajero debido a la
sustitución de una G por una A en la posición -1 del extremo 5’ del exón 7 (Lopez de Munain,
et al., 2008) (Ver figura 14). Esta mutación se encuentra en heterocigosis y  se ha descrito
que el codón terminación prematuro en la secuencia codificante del alelo mutado resulta
en la degradación del ARN mensajero a través del mecanismo denominado Nonsense-Me-
diated Decay (NMD). La expresión relativa del gen de GRN en la muestra clínica era signi-
ficativamente menor en los portadores de la mutación, por lo tanto los resultados del
estudio de la expresión de ARN en la sangre periférica confirmaron que la DLFT asociada
a la mutación c.709-1G>A en GRN parece causar la enfermedad por un mecanismo de ha-
ploinsuficienca de la proteína. No se observaron diferencias en la expresión del gen GRN
entre los individuos sintomáticos o asintomáticos portadores de la mutación (Lopez de Mu-
nain, et al., 2008).
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Fig. 15. Localización de la mutación c.709-1G>A en el gen GRN
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Los resultados de esta tesis se presentan en Formato Publicaciones y se encuentran des-
critos en los siguientes artículos:
Artículo #1: Carolina Alquezar, Noemí Esteras, Fernando Bartolomé, José J. Merino, Ainhoa
Alzualde, Adolfo López de Munain, Ángeles Martín-Requero. “Alteration in cell cycle-related
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tation c.709-1G>A” PLoS One. (2012) 7(5):e37057.
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López de Munain, Ángeles Martín-Requero. “The Increase of PGRN levels and blockade of
the ERK pathway: Upstream and downstream strategies for the treatment of PGRN deficient
frontotemporal dementia” Submitted.
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Resumen
La degeneración lobar frontotemporal (DLFT) con inclusiones neuronales de la proteína
TDP-43 se asocia en la mayoría de los casos a mutaciones en el gen progranulina
(GRN). Aunque se desconocen los mecanismos por los que la haploinsuficiencia de
PGRN induce neurodegeneración, cada vez hay más evidencias de que la entrada en
ciclo celular por parte de neuronas postmitóticas precede en muchas ocasiones a la
muerte neuronal. Basándonos en las propiedades mitogénicas y neurotróficas de la
PGRN, en este trabajo se ha intentado probar la hipótesis de que el déficit de PGRN
podría inducir  alteraciones en el control del ciclo celular y en la viabilidad  neuronal.
Dado que las alteraciones del ciclo celular no están restringidas a las neuronas, estu-
diamos la influencia de la haploinsuficiencia de PGRN en el control del ciclo celular en
células extraneuronales de pacientes de DLFT portadores de la mutación c.709-1G>A
en el gen GRN. Nuestros resultados muestran que el déficit de PGRN aumenta la ac-
tividad del ciclo celular, asociada a un aumento en los niveles de la proteína CDK6 y
de la fosforilación de pRb, resultando en un fallo de la transición entre las fases G1/S
del ciclo celular. La pérdida de la función nuclear de TDP-43, asociada a la alteración
de su distribución celular en los linfoblastos deficientes en PGRN podría ser la respon-
sable del aumento en la expresión de CDK6. Estas características funcionales propias
de los linfoblastos portadores de la mutación c.709-1G>A hacen de estas células un
excelente modelo experimental no invasivo para el estudio la patogénesis de la DLFT.
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Carolina Alquezar, Noemí Esteras, Ainhoa Alzualde, Fermín Moreno, Matilde Sanchez-Ayuso,
Adolfo López de Munain, Ángeles Martín-Requero.
“Inactivation of CDK/pRb pathway normalizes survival pattern of lymphoblasts expressing
the FTLD-progranulin mutation c.709-1G>A” PLoS One. (2012) 7(5):e37057
Resumen
La mayoría de las mutaciones en el gen de progranulina (GRN) asociadas a la haploin-
suficiencia de la proteína causan degeneración lobar frontotemporal asociada a la pa-
tología de TDP-43 (DLFT-TDP). Aunque se desconoce el mecanismo patogénico por el
cual el déficit de PGRN causa la neurodegeneración, cada vez hay más evidencias de
que algunas proteínas reguladoras del ciclo celular como las kinasas dependientes de
ciclinas (CDKs) pueden estar involucradas en la pérdida neuronal asociada a diferentes
síndromes neurodegenerativos. Resultados previos de nuestro laboratorio mostraban
que la deficiencia de PGRN inducía un aumento en la actividad de la vía CDK6/pRb
en linfoblastos que expresan la mutación c.709-1G>A.
En este trabajo hemos estudiado el papel de la vía CDK6/pRb en el control de super-
vivencia/muerte celular inducida por la retirada de suero usando líneas linfoblásticas
establecidas a partir de individuos controles o portadores de la mutación c.709-1G>A,
asintomáticos o pacientes de DLFT. Nuestros resultados sugieren que el aumento de
la actividad de la vía CDK6/pRb en los linfoblastos deficientes en PGRN, permite a
estas células escapar de la apoptosis inducida por la retirada del suero. Los tratamien-
tos con inhibidores de la expresión o actividad de CDK6, butirato sódico y PD332991
respectivamente, fueron capaces de disminuir la vulnerabilidad de los linfoblastos de
pacientes de DLFT-TDP frente a la ausencia de factores tróficos hasta niveles similares
a los de los linfoblastos procedentes de individuos control. En conjunto, nuestros re-
sultados sugieren que los linfoblastos deficientes en PGRN de pacientes de DLFT-TDP
puede  ser un buen modelo experimental para estudiar aspectos bioquímicos y celu-
lares de esta enfermedad y que la vía CDK6/pRb puede ser una posible diana terapéu-
tica para el tratamiento de la DLFT-TDP.
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3 La haploinsuficiencia  de PGRN aumenta la señalización deWnt5a en células periféricas de individuos portadores de una
mutación en progranulina asociada a la DLFT
159
Carolina Alquezar, Noemí Esteras, Ana de la Encarnación, Ainhoa Alzualde, Fermín Moreno,
Adolfo López de Munain, Ángeles Martín-Requero.
“PGRN haploinsufficiency increased Wnt5a signaling in peripheral cells from FTLD-progran-
ulin mutation carriers” Neurobiol Aging  (2013) doi: 10.1016 [Epub ahead of print].
Resumen
Resultados previos de nuestro laboratorio habían mostrado alteraciones en el control
del ciclo celular en linfoblastos portadores de una mutación que produce haploinsufi-
ciencia de PGRN (c.709-1G>A) asociada a la DLFT-TDP. En este trabajo se describe
que el déficit de PGRN es capaz de activar la vía de señalización MAPK/ERK1/2 de
manera dependiente de proteínas Gαi, Ca2+ y de la actividad de la proteina quinasa C
(PKC). El aumento de los niveles de PGRN, por la adición de PGRN exógena o de medio
condicionado obtenido de las células control, normaliza la respuesta proliferativa de
los linfoblastos deficientes en PGRN. Por otro lado, hemos detectado un aumento en
los niveles de Wnt5a (intracelular y secretada) asociado con un aumento en la actividad
de la calmodulina quinasa II (CaMKII), en los linfobastos portadores de la  mutación
en GRN. El tratamiento de las células control con Wnt5a exógeno induce la activación
de CaMKII, ERK1/2 y aumenta la actividad proliferativa  de estas células hasta niveles
similares a los encontrados en linfoblastos deficientes en PGRN. Finalmente, los re-
sultados obtenidos con las líneas linfobásticas de portadores de la mutación c.709-
1G>A se reprodujeron usando la línea celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y en
la que previamente se había silenciado el gen de la GRN. En conjunto, nuestros resul-
tados desvelan un papel importante de la vía de señalización activada por Wnt5a en
la DLFT-TDP y sugieren que podría ser una nueva diana terapéutica para el tratamiento
de la enfermedad.
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Aumento de los niveles de PGRN e inhbición de la vía
MEK/ERK/1/2: Dos nuevas posibles dianas para el tratamiento
de la DLFT asociada a mutaciones en progranulina
Carolina Alquézar Burillo
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4
Carolina Alquézar, Noemí Esteras, Ana de la Encarnación, Ainoha Alzualde, Fermín Moreno,
Adolfo López de Munain, Ángeles Martín-Requero. 
“The Increase of PGRN levels and blockade of the ERK pathway: Upstream and downstream
strategies for the treatment of PGRN deficient frontotemporal dementia” Submitted.
Resumen
La degeneración lobar frontotemporal (DLFT) causada por mutaciones en el gen pro-
granulina (GRN) que llevan a la haploinsuficiencia de la proteína es el tipo de demen-
cia más frecuente después de la enfermedad de Alzheimer. En trabajos previos de
nuestro laboratorio se ha descrito que los linfoblastos de pacientes de DLFT que ex-
presan la mutación c.709-1G>A en GRN presentan alteraciones en su actividad pro-
liferativa y en la resistencia a la muerte celular inducida por la retirada del suero.
Nuestros resultados muestran también que la haploinsuficiencia de PGRN activa una
vía de señalización que implica la estimulación de CDK6/pRb mediada por ERK1/2. 
En este trabajo, hemos estudiado el efecto de drogas capaces de aumentar los niveles
de PGRN, ya sea activando la expresión del gen (SAHA) o actuando a nivel pos-tra-
duccional (cloroquina), y de inhibidores específicos de la ruta MEK/ERK1/2 como
selumetinib y MEK162 en revertir el fenotipo patogénico asociado a la haploinsufi-
ciencia de PGRN. El aumento de los niveles de PGRN tras la adición de SAHA y cloro-
quina fue capaz de bloquear la sobreactivación de ERK1/2 en los linfoblastos
portadores de la mutación en GRN.  Además, tanto las drogas que aumentan los nive-
les de PGRN como los inhibidores selectivos de ERK1/2 fueron capaces de normalizar
la respuesta proliferativa exacerbada y la sobreactivación de la vía CDK6/pRb en los
linfoblastos deficientes en PGRN. Al igual que en las líneas linfoblásticas, ambos tipos
de compuestos fueron capaces de revertir el fenotipo patogénico en células de neu-
roblastoma humano SH-SY5Y, en las que se había silenciado previamente el gen GRN. 
En conjunto, considerando que estas drogas pueden ser usadas en la clínica con
buena tolerancia para el tratamiento de otras enfermedades, nuestros resultados
sugieren que estos compuestos pueden usarse para el tratamiento de la DLFT asoci-
ada a mutaciones en GRN.
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En este trabajo se ha considerado la posibilidad de que alteraciones en el control
del ciclo celular pudieran jugar un papel relevante en la patogénesis de la DLFT-TDP. Nu-
merosas evidencias sugieren que la activación de la maquinaria del ciclo celular en neuro-
nas post-mitóticas puede contribuir a la pérdida neuronal y eventualmente a la
neurodegeneración (Bialopiotrowicz, et al., 2012,Costa, et al., 2012,M.J. Chen, et al.,
2013,Herrup, et al., 2004,Katsel, et al., 2013,Morillo, et al., 2012). Se han identificado al-
teraciones en el ciclo celular asociadas a varias enfermedades neurodegenerativas como
la EA (Bialopiotrowicz, et al., 2012,Seward, et al., 2013), EP (Hoglinger, et al., 2007), ELA
(Appert-Collin, et al., 2006) y también a la DLFT, donde sobre todo se han descrito altera-
ciones en el ciclo celular asociadas a la patología de tau (Husseman, et al., 2000). Debido
a que la aparición de estas enfermedades puede estar asociada a diferentes factores etio-
lógicos, se cree que la activación del ciclo celular puede ser una respuesta a diferentes fac-
tores nocivos y que las alteraciones de proteínas relacionadas con el ciclo celular pueden
ser un mecanismo convergente en la neurodegeneración. 
En este trabajo hemos estudiado la respuesta celular a la estimulación por suero
de linfoblastos derivados de individuos control y portadores de la mutación c.709-1G>A en
el gen GRN, tanto asintomáticos como diagnosticados de DLFT-TDP. En trabajos previos de
nuestro y otros laboratorios, se ha demostrado que los cambios en el ciclo celular relacio-
nados con las enfermedades neurodegenerativas pueden ser detectados en tejidos no neu-
ronales, como por ejemplo linfocitos de sangre periférica (Bartolome, et al., 2010,de las
Cuevas, et al., 2003,Esteras, et al., 2013,Munoz, et al., 2008,Nagy, et al., 2002,Zhou y Jia,
2010). Asimismo, demostramos que el proceso de de inmortalización de linfocitos de san-
gre periférica mediante la infección con el virus de Epstein-Barr no interfiere en la respuesta
celular en condiciones de presencia o ausencia de suero (Bartolome, et al., 2010,Esteras,
et al., 2013,Munoz, et al., 2008). Además, diferentes evidencias indican que las líneas lin-
foblásticas resultantes tras el proceso de inmortalización expresan marcadores de activa-
ción y moléculas de adhesión similares a las de las células B activadas (Wang, et al., 1990),
y por esta razón han sido usadas con frecuencia como modelo experimental en estudios
biológicos y médicos (Gibson y Huang, 2002,Jiang, et al., 2013,Lopez-Atalaya, et al.,
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2012,Stark y Dolan, 2013). Estas observaciones demuestran que las células periféricas
de pacientes, fácilmente accesibles, son “herramientas” útiles para estudiar los mecanis-
mos implicados en la patogénesis de las enfermedades neurodegenerativas. 
Nuestros resultados muestran que los linfoblastos procedentes de individuos por-
tadores de la mutación c.709-1G>A presentan un incremento en su actividad proliferativa
debido a alteraciones en algunas proteínas implicadas en la progresión del ciclo celular.
Los linfoblastos deficientes en PGRN muestran, por ejemplo, una disminución del número
de células en fase G1, un aumento de células en fase S y un incremento de la fosforilación
de la proteína del retinoblastoma (pRb). Esta proteína se encuentra controlando la progre-
sión entre las fases G1 y S del ciclo celular actuando como intermediaria entre las señales
extracelulares y el proceso de transcripción en el núcleo (Hatakeyama y Weinberg, 1995).
Cuando pRb se encuentra hipofosforilada, forma complejos inhibitorios con factores de
transcripción de la familia de E2F (Chellappan, et al., 1991), pero cuando pRb se fosforila
por la acción de ciclinas dependientes de kinasas (CDKs), se libera E2F y se favorece la
transcripción de genes implicados en la progresión del ciclo celular (Helin, 1998). pRb es
fosforilada secuencialmente por dos complejos diferentes de ciclinas/CDKs, el complejo
ciclina D/CDK4/CDK6 y el complejo ciclina E/CDK2 (Mittnacht, 1998). Nuestros resultados
indican que el aumento de la actividad proliferativa de los linfoblastos portadores de la mu-
tación en GRN no se debe a diferencias en los niveles de expresión de ciclina D, ciclina E,
CDK4 y CDK2. Sin embargo, sí que se observó un aumento en los niveles celulares de la
proteína CDK6 en los linfoblastos deficientes en PGRN sin que se hayan detectado cambios
en el contenido celular de los inhibidores específicos de los complejos ciclina/CDK (las fa-
milias Cip/Kip y INK4) que están controlando la progresión del ciclo celular  (Csikasz-Nagy,
et al., 2011,Grana y Reddy, 1995,Murray, 2004). En su conjunto, estos resultados nos per-
miten concluir que las alteraciones en el ciclo celular observadas en las células portadoras
de la mutación c.709-1G>A en GRN pueden deberse al aumento de los niveles y actividad
de la proteína CDK6, que a su vez es la encargada de fosforilar a pRb. Numerosas eviden-
cias relacionan la alteración en el contenido de CDK6 y de su actividad kinasa con el au-
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mento de la proliferación celular en ciertos tumores (Brito-Babapulle, et al., 2002,Timmer-
mann, et al., 1997,Whiteway, et al., 2013), además también se han detectado cambios en
la actividad de CDK6 y pRb en algunos modelos celulares y animales de neurodegeneración
(Greene, et al., 2007,Nguyen, et al., 2002,Stone, et al., 2011). 
Se ha descrito que la expresión de CDK6 se encuentra regulada por TDP-43 (Ayala,
et al., 2008a,Liu, et al., 2012). Por un lado, Ayala y colaboradores describieron que la pro-
teína TDP-43 actúa reprimiendo la transcripción  de CDK6 (Ayala, et al., 2008b) debido a
su afinidad para unirse a las secuencias GT que se encuentran repetidas a lo largo de la
secuencia de los intrones de CDK6, pero no de los intrones de los genes humanos que co-
difican para otras CDKs (Ayala, et al., 2008a). Por otro lado, la  capacidad de TDP-43 para
unirse a un  ARN no codificante de cadena larga, gadd7 (del inglés, growth-arrested DNA
damage-inducible gene 7), podría alterar la interacción de TDP-43 con CDK6, e inducir la
degradación del mensajero (Liu, et al., 2012), alterando así los niveles de CDK6 a nivel
postranscripcional. Las observaciones realizadas en los linfoblastos portadores de la mu-
tación c.709-1G>A en GRN, indican que el aumento de CDK6 está asociado a una dismi-
nución, pequeña pero significativa, en el contenido nuclear de TDP-43.  Estos resultados
están en consonancia con trabajos previos que indicaban que el déficit de PGRN  alteraba
el tránsito entre el núcleo y el citosol de TDP-43, dando lugar a  un aumento en la presencia
de esta proteína en el citosol (Dormann et al., 2009; Zhang et al., 2007). En conjunto, nues-
tros resultados sugieren que la pérdida de una función de TDP-43, reprimiendo la expresión
de CDK6, tras su salida del núcleo, podría explicar el aumento de los niveles de CDK6  y la
actividad proliferativa de las células que portan la PGRN mutada. Este mecanismo parece
más probable que una ganancia de función tóxica de los agregados de TDP-43 en el citosol
celular. Dos publicaciones recientes apoyan esta idea, la primera de ellas indica que no
existe correlación entre los agregados proteicos de TDP-43 y la severidad de la enfermedad
(Vassall, et al., 2011), mientras que la segunda sugiere que la función de la TDP-43 es im-
portante para la supervivencia celular en la ELA (Igaz, et al., 2011).
Nuestros resultados indican que no hay diferencias significativas en el aumento de
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la actividad proliferativa de los linfoblastos portadores de la mutación c.709-1G>A inde-
pendientemente de que procedan de individuos asintomáticos o diagnosticados de DLFT.
Teniendo en cuenta que la mayoría de los portadores asintomáticos son más jóvenes que
los pacientes, estos resultados podrían indicar que las alteraciones en el control del ciclo
celular podrían ser manifestaciones tempranas de la enfermedad. En este sentido, se ha
observado que el 37% de los portadores de la mutación muestran signos de la enfermedad
a los 60 años, aumentando este porcentaje hasta  el 87% en individuos en torno a los 70
años de edad (Moreno, et al., 2009). Más recientemente, se han descrito  alteraciones neu-
ropsicológicas leves  (Barandiaran, et al., 2012) y un sutil adelgazamiento de la corteza ce-
rebral en los portadores asintomáticos de la mutación c.709-1G>A (Moreno, et al., 2013).
No obstante,  hemos observado  que algunos de los individuos asintomáticos, portadores
de la mutación c.709-1G>A, siguen sin presentar sintomatología de la enfermedad a eda-
des avanzadas, lo que sugiere que algunos factores ambientales o genéticos  pueden de-
terminar la edad de aparición de los síntomas de la enfermedad.
En resumen, tal y como se representa esquemáticamente en la figura 16, nuestros
resultados indican que la pérdida de la función nuclear de TDP-43, asociada a su salida
hacia el citosol podría estar relacionada con el aumento de la expresión de CDK6, hiper-
fosforilación de pRb y aumento de la proliferación de los linfoblastos deficientes en PGRN.
Asumiendo que los fallos en el ciclo celular observados pudieran ser signos periféricos de
la enfermedad, nuestros resultados sugieren que las neuronas de los individuos portadores
de la mutación c.709-1G>A presentan el riesgo de una entrada aberrante en el ciclo celular
que les causaría la muerte. Este hecho sugiere que el bloqueo del ciclo celular podría ser
una posible diana terapéutica en el tratamiento de la DLFT asociada a mutaciones en GRN.
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Fig. 16. Esquema representativo del efecto de la mutación c.709-1G>A en los mecanismos de proliferación/su-
pervivencia celular: La haploinsuficiencia de PGRN está relacionada con la pérdida de la función nuclear de
TDP-43 y consecuente activación de CDK6/pRb que finalmente lleva a la expresión de genes relacionados con
la proliferación celular.
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El objetivo de este trabajo fue realizar un estudio comparativo de la vulnerabilidad
frente al estrés inducido por la privación del suero de los linfoblastos portadores de la mu-
tación c.709-1G>A en el gen GRN (procedentes de individuos asintomáticos o diagnostica-
dos de DLFT-TDP) y donantes control. Nuestros resultados demuestran que los linfoblastos
portadores de dicha mutación, deficientes en PGRN, son más resistentes a la muerte ce-
lular inducida por la retirada del suero que los linfoblastos que proceden de individuos
sanos. Como acabamos de discutir, estas células presentan también una respuesta proli-
ferativa exacerbada, por tanto, las características de estas células se asemejan a la de las
células tumorales, y podrían ser manifestaciones sistémicas de la reentrada en ciclo celular
de las neuronas en áreas selectivas del cerebro de individuos aquejados de enfermedades
neurodegenerativas (Appert-Collin, et al., 2006,Hernandez-Ortega, et al., 2011,Hoglinger,
et al., 2007,L. Li, et al., 2011). El hecho de que en trabajos previos de distintos laboratorios,
incluido el nuestro, se haya demostrado que las células extraneurales procedentes de in-
dividuos con alzhéimer presentan una alteración selectiva de los mecanismos de regulación
supervivencia/muerte (Bartolome, et al., 2007,Eckert, et al., 2001,Naderi, et al.,
2006,Uberti, et al., 2002) apoya el uso de las líneas linfoblásticas procedentes de pacientes
para el estudio de los mecanismos moleculares que controlan la decisión celular supervi-
vencia/muerte asociada al proceso neurodegenerativo. 
La muerte celular puede ocurrir por necrosis o apoptosis. La muerte por apoptosis
presenta unas características morfológicas y bioquímicas propias que la hacen fácilmente
distinguible de la necrosis. En este trabajo estudiamos las características de la muerte ce-
lular inducida por la ausencia de suero mediante diferentes técnicas como el análisis por
citometría de flujo del contenido de ADN celular, el examen microscópico de los núcleos
marcados con DAPI, el estudio de la dependencia y actividad de las caspasas ejecutoras 3
y 7, el análisis del potencial de membrana mitocondrial (Δm) y midiendo la salida del ci-
tocromo c desde la mitocondria al citosol. Los resultados obtenidos nos permitieron concluir
que la muerte celular inducida por la retirada del suero presenta características de apop-
tosis y que la haploinsuficiencia de PGRN podría estar protegiendo a las células de pacien-
tes de DLFT a la muerte celular programada, ya que la adición de PGRN exógena
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sensibilizaba a los linfoblastos deficientes en PGRN a la muerte celular inducida por la re-
tirada del suero.
La mayor resistencia de las células procedentes de individuos portadores de la mu-
tación c.709-1G>A a la muerte inducida por la retirada del suero, se acompañaba de un
aumento en la expresión y niveles de la proteína CDK6 y de un incremento en la fosforilación
de pRb. Por tanto, parece que la  activación de la vía  de señalización CDK6/pRb en linfo-
blastos deficientes en PGRN, juega un  papel protector frente a la apoptosis. Esta afirmación
se apoya también en la observación de que la adición de inhibidores de la expresión de
CDK6, como el butirato de sodio, o de su actividad, como PD332991 (Guha, 2013), es
capaz de restaurar la respuesta normal en los linfoblastos portadores de la mutación en
GRN, sensibilizando las células al efecto pro-apoptótico de la privación del suero. Es inte-
resante mencionar que los efectos de butirato de sodio y el PD332991 en la supervivencia
de los linfobastos portadores de la mutación c.709-1G>A son similares a los descritos en
otros tipos celulares, por ejemplo la adición de PD332991 fue capaz de aumentar la sen-
sibilidad de las células de mieloma a la apoptosis inducida por el bortezomib (Menu, et al.,
2008) y  se ha descrito que el butirato de sodio puede promover la apoptosis en células de
cáncer de próstata  (J. Kim, et al., 2007,Qiu, et al., 2012 ). 
El aumento en la actividad de CDK6/pRb, asociada a la mayor resistencia a la
muerte inducida por la privación del suero que presentan los linfoblastos deficientes en
PGRN, contrasta con el hecho de que se ha descrito un aumento de esta vía en modelos
animales y celulares de neurodegeneración (Gallinari, et al., 2007,Greene, et al., 2007).
Sin embargo, hay que tener en cuenta que las alteraciones en el control del ciclo celular
pueden tener consecuencias distintas en linfoblastos que en cerebro. Los linfocitos de in-
dividuos portadores de la mutación c.709-1G>A presentan una mayor actividad proliferativa
y mayor resistencia a la muerte celular inducida por la retirada del suero que los linfoblastos
de individuos controles. Sin embargo, se ha descrito que las alteraciones relacionadas con
el ciclo celular que se producen en neuronas adultas inducen la disfunción y muerte neu-
ronal (Herrup, et al., 2004). Es importante resaltar que el tratamiento de células deficientes
en PGRN con inhibidores de CDK6 permite restaurar la “respuesta normal” a la estimula-
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ción por suero o a su retirada, disminuyendo la proliferación celular y sensibilizando las cé-
lulas al efecto pro-apoptótico de la privación del suero. En ambos casos, los inhibidores de
CDK6 disminuyen los niveles de fosforilación de pRb de las células portadoras de la muta-
ción hasta niveles comparables a los de células control. En conjunto, nuestros resultados
revelan un papel clave de CDK6/pRb en el control de la decisión celular,
supervivencia/muerte, dependiendo de la disponibilidad de factores tróficos. Queda por
demostrar si los inhibidores de CDK6 pueden proteger  también a las neuronas del cerebro
de los pacientes de DLFT modulando la ruta de señalización CDK6/pRb. Se ha sugerido
que el butirato de sodio, al igual que otros inhibidores de las HDAC pueden tener un efecto
neuroprotector (Langley, et al., 2005,Zhang, et al., 2012), además diferentes evidencias
muestran que estos compuestos prolongan la supervivencia de cultivos de neuronas corti-
cales (Jeong, et al., 2003), promueven el crecimiento neuronal y estudios in vivo han de-
mostrado que estas drogas protegen a las neuronas del daño isquémico (Kim, et al., 2007)
y tienen efectos neuroprotectores en modelos animales de neurodegeneración (Jia, et al.,
2012,Murphy, et al., 2013,Ricobaraza, et al., 2012). Estas evidencias, junto con el hecho
de que ambos inhibidores de CDK6 están siendo usados para el tratamiento de algunos
tumores humanos con buena tolerancia (Bose, et al., 2013,Dickson, et al., 2013,Gallinari,
et al., 2007,Hille, et al., 2008), sugieren que pueden ser usados en el tratamiento de la
DLFT.
El efecto pro-apoptótico del butirato de sodio en las células portadoras de la muta-
ción en GRN parece estar directamente relacionado con la haploinsuficiencia de PGRN, ya
que su efecto es similar al que produce la administración de PGRN recombinante. El hecho
de que la PGRN exógena mimetice los efectos de butirato sódico pero incrementa los del
inhibidor de la actividad de CDK6 (PD332991) en la supervivencia celular nos hace pensar
que la alteración de la transcripción de CDK6 es el factor fundamental en el control de los
procesos de supervivencia y muerte celular en la DLFT. 
Nuestros resultados no permiten conocer con exactitud la causa de la diferente vul-
nerabilidad frente a la retirada del suero de los linfoblastos control y los portadores de la
mutación en GRN. Sin embargo, cabe pensar que puede ser debido a alguna alteración en
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receptores celulares o moléculas de señalización En este sentido, se han descrito altera-
ciones en los niveles circulantes de algunas citoquinas en el suero de individuos portadores
de mutaciones en GRN, tanto asintomáticos como diagnosticados de DLFT (Bossu, et al.,
2011). Por otro lado, en un estudio reciente de genómica funcional se han encontrado cam-
bios en la señalización vía Wnt (Wingless/Int) en células deficientes en PGRN, junto con un
aumento en los niveles del receptor FZD2 en un ratón deficiente en  PGRN  (Rosen, et al.,
2011). Por otra parte, se ha propuesto que la PGRN puede unirse al receptor 2 (TNFR2)
del factor de necrosis tumoral TNFα (Tang, et al., 2011), lo que ha llevado a pensar que la
haploinsuficiencia de PGRN podría potenciar los efectos de la señalización mediada por
TNFα, aunque existe controversia sobre la veracidad de este mecanismo ya que un trabajo
reciente no muestra evidencias de esta interacción entre PGRN y TNFR (X. Chen, et al.,
2013).
Finalmente, hay que discutir que aunque los cambios detectados en células perifé-
ricas de pacientes de DLFT-TDP, no son directamente extrapolables a lo que sucede en el
cerebro, es evidente que bajo un daño neuronal también hay alteraciones periféricas aso-
ciados a la enfermedad. Se ha descrito una estrecha relación entre el estado del sistema
inmune, particularmente de los linfocitos, y algunas enfermedades neurodegenerativas
como la EA (Gladkevich, et al., 2004). Que nosotros conozcamos, no se han descrito cam-
bios en el sistema inmune en pacientes de DLFT,  pero no se puede descartar la posibilidad
de que algunos factores, como por ejemplo citoquinas neuroinflamatorias, que comunican
el sistema inmune y el SNC puedan influir en la supervivencia neuronal en la DLFT.
En resumen, en este trabajo se presentan evidencias experimentales que indican
que la activación exacerbada de la vía CDK6/pRb en células deficientes en PGRN está aso-
ciada con la disminución de la vulnerabilidad celular frente a la ausencia de factores trófi-
cos. Tanto la administración de PGRN exógena como los inhibidores de CDK6 permiten
normalizar la respuesta de los linfoblastos deficientes en PGRN. Estas observaciones nos
permiten sugerir que la inhibición de CDK6 o alternativamente, la modulación de los niveles
de PGRN pudieran ser eficaces en el tratamiento de la DLFT-TDP. 
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En este trabajo quisimos estudiar la influencia del déficit de PGRN en las principales
vías de señalización relacionadas con el control de la proliferación celular. La conclusión
obtenida de este estudio es que la haploinsuficienca de PGRN podría estar relacionada
con el aumento de la actividad de la vía no canónica de señalización mediada por Wnt5a.
Esta observación está en consonancia con los resultados obtenidos recientemente en un
análisis de la regulación transcripcional mediada por Wnt, utilizando la tecnología de GWAS
(Genome-wide association study) (Wexler, et al., 2011). En este trabajo se describió que
los niveles de PGRN y de Wnt dependen recíprocamente unos de los otros, sugiriendo por
tanto, un vínculo entre la señalización vía Wnt y la DLFT-TDP. Además, se han descrito alte-
raciones de la ruta de señalización de Wnt en otras enfermedades neurodegenerativas
como ELA (Chen, et al., 2012,Tury, et al., 2013), EA (da Cruz e Silva, et al., 2010,Silva-Alva-
rez, et al., 2013) y EP (Berwick y Harvey, 2012,Berwick y Harvey, 2013,L’Episcopo, et al.,
2012). 
Nuestros resultados indican que la ruta Wnt5a está sobreactivada en los linfoblas-
tos portadores de la mutación c.709-1G>A. Esta afirmación se apoya en diferentes eviden-
cias experimentales. En primer lugar, los linfoblastos portadores de la mutación en GRN
presentaban niveles más altos de Wnt5a, intracelular y secretada, que los individuos con-
trol. En segundo lugar,  la adición de Wnt5a exógena o del medio condicionado de los lin-
foblastos deficientes en PGRN a las células control fue capaz de incrementar tanto su
actividad proliferativa como los niveles de la proteína CDK6 hasta niveles similares a los
encontrados en las células deficientes en PGRN. Finalmente el bloqueo de la activación de
Wnt5a, usando un anticuerpo específico, normalizó la actividad proliferativa de los linfo-
blastos portadores de la mutación.
El papel de Wnt5a en la proliferación celular es complejo. Se ha descrito que Wnt5a
es capaz de incrementar la proliferación en el células de glioblastoma humano (Yu, et al.,
2007), fibroblastos (Vuga, et al., 2009) y células de cáncer de pulmón (Huang, et al., 2010)
además de promover la linfopoyesis de las células B en cultivos de células de médula ósea
(Malhotra, et al., 2008). Sin embargo, hay evidencias de que también puede inhibir la pro-
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liferación de linfocitos B (Liang, et al., 2003) y melanocitos (Zhang, et al., 2013). En base a
estos estudios,  se puede concluir que el papel de Wnt5a regulando la  proliferación de-
pende del tipo celular. 
En este trabajo hemos observado que los linfoblastos portadores de la mutación
c.709-1G>A presentan niveles más altos de Wnt5a, asociados con un aumento de la acti-
vidad proliferativa, independientemente de que hayan sido diagnosticados o no de DLFT,
lo que sugiere que la sobreestimulación de la señalización de Wnt5a es un evento temprano
en el desarrollo de la enfermedad. 
El uso de inhibidores selectivos de las principales vías de señalización celular im-
plicadas en el control de proliferación, nos ha permitido identificar que Wnt5a señaliza a
través de la cascada Gαi-PLC-PKC-ERK1/2. El aumento de la proliferación de las células
deficientes en PGRN desaparece en presencia de toxina pertussis (PT). Además, la PT es
capaz de impedir el efecto de la administración exógena de Wnt5a en la estimulación de
la proliferación de células procedentes de individuos control. Esta observación está en con-
cordancia con algunos trabajos que indicaban que la estimulación por Wnt5a depende de
la activación de proteínas heterotriméricas Gαi en células de mamíferos (Halleskog, et al.,
2012,Jung, et al., 2013,Kilander, et al., 2011,Wilson, et al., 2010). Por otro lado, nuestros
resultados indican que la deficiencia de PGRN activa la ruta no canónica de Wnt5a, como
muestra la estimulación de la actividad de  la proteína kinasa dependiente de calmodulina
(CaMKII), determinada indirectamente por los niveles de fosforilación de la proteína,  o la
activación de Proteína Kinasa C (PKC) en los linfoblastos portadores de la mutación en
GRN. Además, la adición de los inhibidores específicos de CaMKII y PKC, KN-62 y
GF109203X respectivamente, fue capaz de bloquear el aumento de proliferación observado
en las células deficientes en PGRN. Nuestros resultados parecen indicar que la activación
de la ruta no canónica de Wnt5a en los linfoblastos portadores de la mutación c.709-1G>A
lleva finalmente a la sobreactivación de la vía MAPK/ERK1/2 (Mitogen-Activated Protein
Kinases, o proteínas kinasas activadas por mitógenos). Estos resultados son similares a
los obtenidos en otros trabajos previos en los que se había descrito que Wnt5a era capaz
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de incrementar la proliferación celular a través de la activación de ERK1/2, de manera de-
pendiente de Gαi, en células de la microglía (Halleskog, et al., 2012). 
Nuestros resultados no permiten determinar el mecanismo molecular por el que
ERK1/2 regula la expresión y la actividad kinasa de CDK6 en linfoblastos deficientes en
PGRN. Como ya se ha descrito en apartados anteriores, los linfoblastos portadores de la
mutación c.709-1G>A presentan un mayor contenido citosólico de TDP-43 acompañado
de una pérdida de TDP-43 nuclear. En un trabajo reciente, se ha descrito que la ruta
MAPK/ERK1/2 puede jugar un papel importante en la pérdida nuclear y acumulación cito-
sólica de TDP-43 en respuesta al estrés (Parker, et al., 2012). Estos hechos nos llevan a
especular que el aumento de los niveles de CDK6 y proliferación celular asociados a la ac-
tivación de ERK1/2 observados en linfoblastos portadores de la mutación en PGRN pueden
estar relacionados con la salida de TDP-43 del núcleo.
En resumen, como muestra la figura 17, en este trabajo presentamos evidencias
de que la haploinsuficiencia de PGRN aumenta de forma aberrante la señalización no ca-
nónica de Wnt5a de un modo dependiente de proteínas Gαi heterotriméricas. La sobreac-
tivación de esta ruta llevaría a la activación de ERK1/2 que sería la responsable del
aumento de proliferación observado en los linfoblastos procedentes de individuos porta-
dores de la mutación c.709-1G>A en GRN asociada con DLFT.
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Fig. 17.  Esquema de las rutas de señalización alteradas por la haploinsuficiencia de PGRN. Se muestra que el
déficit de PGRN está incrementando la señalización no canónica de Wnt5a de un modo dependiente de prote-
ínas Gαi-PLC-PKC-ERK1/2 que finalmente lleva al aumento de la proliferación celular.
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En relación a la extrapolación de estos resultados al sistema nervioso, conviene
destacar la estrecha relación que parece existir entre el estado del sistema inmune, parti-
cularmente de los linfocitos, y algunas enfermedades neurodegenerativas como la EA (Glad-
kevich, et al., 2004). Diferentes evidencias relacionan la activación de la vía de señalización
Wnt con la patogénesis de diferentes enfermedades neurodegenerativas a través de la mo-
dulación de la respuesta neuroinflamatoria (Marchetti y Pluchino, 2013), por ejemplo se
ha relacionado la activación de la señalización no canónica de Wnt5a con la neuroinflama-
ción asociada a la EA (B. Li, et al., 2011) y también a la EP a través de la neurogénesis y
neuroprotección de neuronas dopaminérgicas (Episcopo, et al., 2013). Nuestros resultados
indican que la señalización de Wnt5a también se encuentra alterada en células de neuro-
blastoma SH-SY5Y tras el silenciamiento del gen GRN. Por tanto, cabe imaginar que algunas
citoquinas neuroinflamatorias, que relacionan los sistemas inmune y nervioso, pudieran
regular la supervivencia neuronal en la DLFT.
En conclusión, asumiendo que la deficiencia de PGRN y las alteraciones del ciclo
celular mediadas por Wnt5a pudieran ser signos periféricos de la enfermedad, nuestros
resultados sugieren que la vía Wnt5a juega un papel crítico en la patogénesis de la DLFT
asociada a mutaciones en GRN, por lo que esta vía podría ser una diana importante en el
desarrollo de nuevas terapias para el tratamiento de la enfermedad.
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El término DLFT designa un conjunto de enfermedades neurodegenerativas muy
heterogéneo, tanto en su presentación clínica como en su perfil genético y características
neuropatológicas. En los últimos años, se ha avanzado considerable en el conocimiento de
las bases moleculares de la DLFT, y aunque hasta el momento no existen tratamientos
aprobados, el conocimiento de los mecanismos moleculares que subyacen tras la patología
de la DLFT han proporcionado las bases para el diseño de nuevas estrategias terapéuticas
para el tratamiento de la enfermedad. La haploinsuficienca de PGRN, la identificación de
TDP-43 como el principal componente de las inclusiones patogénicas asociadas a las mu-
taciones en GRN y el descubrimiento de nuevas rutas de señalización implicadas en la pa-
tología de la DLFT abren nuevas perspectivas para la identificación de dianas moleculares
y el diseño de nuevas terapias para el tratamiento de la DLFT-TDP.
Como ya se ha mencionado anteriormente, los linfoblastos portadores de la muta-
ción c.709-1G>A, que causa haploinsuficiencia de PGRN, presentan una respuesta proli-
ferativa exacerbada asociada a una sobreactivación de la ruta de señalización
MAPK/ERK1/2. Al igual que sucede en otras enfermedades neurodegenerativas, las alte-
raciones en el control del ciclo celular que muestran estas células de pacientes de DLFT
se han considerado un reflejo de una reactivación indeseada del ciclo celular en neuronas
vulnerables del cerebro de los individuos afectados  (Arendt, 2012,Herrup y Yang, 2007,Ho-
glinger, et al., 2007,Ueberham, et al., 2012). Este hecho, junto con la demostración de que
el proceso de transformación viral no altera la respuesta de los linfocitos a la estimulación
por suero (Bartolome, et al., 2010,Munoz, et al., 2008), justifica el uso de linfocitos inmor-
talizados de pacientes e individuos control para el estudio pre-clínico de la eficacia de po-
tenciales tratamientos. 
Teniendo en cuenta nuestros resultados previos en los que se identificaba una  so-
breactivación de la ruta CDK6/pRb mediada por MAPK/ERK1/2, como responsable del in-
cremento de la actividad proliferativa de linfoblastos deficientes en PGRN, en este trabajo
nos propusimos investigar los efectos de compuestos capaces de aumentar los niveles de
PGRN o de inhibir ERK1/2 en la actividad proliferativa de linfoblastos portadores de la mu-
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tación c.709-1G>A y células de neuroblastoma humano SH-SY5Y en las que previamente
se había silenciado el gen GRN. Para ello tratamos las células con Suberoylanilide Hydro-
xamic Acid (SAHA), Vorinostat, un inhibidor de HDAC capaz de incrementar la expresión de
GRN (Cenik, et al., 2011) o con cloroquina (CQ), un compuesto capaz de incrementar los
niveles de PGRN de un modo post-traduccional (Capell, et al., 2011). Por otro lado, usamos
los inhibidores selectivos de MEK1/2, selumetinib (AZD6244) y MEK162 (ARRY-438162)
(Akinleye, et al., 2013,Yeh, et al., 2007). Nuestros resultados indican que ninguno de estos
compuestos es tóxico a la dosis elegida y todos ellos fueron capaces de inhibir la prolifera-
ción celular de un modo dependiente de la dosis. Los efectos en la inhibición de la prolife-
ración celular fueron más evidentes en los linfoblastos portadores de la mutación en GRN. 
SAHA y CQ fueron capaces de bloquear la sobreestimulación de la actividad proli-
ferativa de los linfoblastos portadores de la mutación c.709-1G>A. El efecto de ambas dro-
gas inhibiendo la proliferación está asociado con el aumento de los niveles de PGRN.
Además, se ha podido observar que los efectos de estas drogas sobre la proliferación ce-
lular, en las células portadoras de la mutación en GRN, son similares a los observados tras
el tratamiento con PGRN exógena. Nuestros resultados indican que es la progranulina com-
pleta y no las granulinas maduras, la responsable del efecto inhibitorio de la proliferación,
ya que pudimos observar que la adición de PGRN exógena previamente tratada con elas-
tasa no fue capaz de revertir el exceso de proliferación de los linfoblastos portadores de la
mutación en GRN. 
Nuestros resultados sugieren que el mecanismo molecular que subyace a la inhibi-
ción de la proliferación en los linfoblastos deficientes el PGRN tras el tratamiento con SAHA
y CQ, es la capacidad de estos compuestos de impedir la estimulación de ERK1/2 tras la
adición de suero, que resulta en la disminución de los niveles de CDK6 y la fosforilación de
pRb, elementos clave en el control de la transición G1/S del ciclo celular.
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El hecho de que se haya descrito el potencial terapéutico de SAHA y CQ en otras
enfermedades neurodegenerativas (Hockly, et al., 2003,Kazantsev y Thompson, 2008,So-
lomon y Lee, 2009,Ververis y Karagiannis, 2011) nos lleva a pensar que estas drogas pue-
den ser útiles para el tratamiento de la DLFT asociada la haploinsuficiencia de PGRN. Por
otro lado, un estudio reciente demostró que el tratamiento con SAHA era capaz de inducir
cambios en marcadores inflamatorios en un modelo de choque séptico de ratón (Finkels-
tein, et al., 2010). Esta evidencia sugiere que este compuesto puede tener efectos secun-
darios beneficiosos para la DLFT, por ejemplo en la neuroinflamación, además de
normalizar la deficiencia de PGRN. 
La vía MAPK/ERK1/2 es una ruta de transducción de señales que se encuentra
frecuentemente desregulada en diferentes enfermedades entre las que se encuentran mu-
chos de los cánceres humanos, haciendo de esta cascada una diana atractiva para la bús-
queda de nuevas opciones terapéuticas para el tratamiento de la DLFT (Kono, et al., 2006).
Basándonos en  resultados previos que mostraban una sobreestimulación de ERK1/2 aso-
ciada con la activación de CDK6/pRb en linfoblastos deficientes en PGRN , cabía pensar
que la administración de inhibidores selectivos de esta ruta, también impedirían la res-
puesta proliferativa exacerbada de las células portadoras de la mutación c.709-1G>A. Por
esta razón, hemos estudiado el efecto de selumetinib y MEK162 en la proliferación de las
células deficientes en PGRN. Ambas drogas son moléculas pequeñas, de administración
oral, que actúan como inhibidores selectivos (no competitivos con ATP) de MEK1/2   (Akin-
leye, et al., 2013). Se han llevado a cabo ensayos clínicos en los que se ha estudiado la to-
lerabilidad y posibles efectos secundarios de estas drogas en el tratamiento de diferentes
tipos de tumores en humanos. En un estudio de tolerabilidad en fase I (Adjei, et al., 2008)
se determinaron algunas de las posibles reacciones tóxicas asociadas a la administración
de selumetinib, entre las que se encontraban erupciones cutáneas, diarrea, nauseas y fa-
tiga. El compuesto MEK162 también ha sido evaluado en diferentes estudios clínicos que
se encuentran en fase I y II para el tratamiento de diferentes tumores sólidos mostrando
unas reacciones tóxicas similares al selumetinib (Ascierto, et al., 2013). En las células de-
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ficientes en PGRN, la inhibición de la actividad de ERK1/2 tras el tratamiento con selume-
tinib y MEK162 fue capaz de restaurar los niveles de CDK6 y la proliferación celular hasta
valores similares a los observados en las células control.
Volviendo a la relevancia patofisiológica de nuestros resultados, es importante des-
tacar que los efectos de estos compuestos en células de neuroblastoma SH-SY5Y en las
que se había silenciado el gen GRN, fueron similares a los encontrados en los linfoblastos
portadores de la mutación c.709-1G>A. Tras el tratamiento con SAHA y CQ, las células de
neuroblastoma deficientes en PGRN presentaron una reducción de incorporación de BrdU
en el ADN asociada a una inhibición de la sobreactivación de ERK1/2. Resultados similares
en la incorporación de BrdU se obtuvieron tras el tratamiento con los inhibidores de
MEK1/2. Tomando juntas estas observaciones, podemos concluir que el uso de células
periféricas de pacientes, en concreto linfoblastos inmortalizados con el virus de Epstein-
Barr, puede ser un modelo útil para el estudio de la DLFT y de los efectos de posibles tera-
pias para el tratamiento de la enfermedad. Además, teniendo en cuenta que se ha
demostrado que todos los compuestos usados en este trabajo (SAHA, CQ, selumetinib y
MEK162) son capaces de cruzar la barrera hematoencefálica (Ascierto, et al., 2013,Hirata,
et al., 2011,Matsuoka y Yang, 2012,Palmieri, et al., 2009) y que han mostrado tener un
potencial terapéutico beneficioso en el tratamiento de diferentes  enfermedades, podemos
concluir que las drogas usadas en este trabajo podrían ser usadas en el tratamiento de la
DLFT asociada a mutaciones en GRN.
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1.- Los linfoblastos procedentes de individuos portadores de la mutación c.709-1G>A en
el gen de GRN (asintomáticos o diagnosticados de DLFT) presentan una mayor capa-
cidad proliferativa y son más resistentes a la apoptosis inducida por la retirada del
suero que  los linfoblastos procedentes de individuos control. 
2.- Hemos identificado que la actividad de CDK6/pRb es el factor clave que regula el destino
celular supervivencia/muerte en función de la disponibilidad de factores tróficos. Por
tanto, esta vía podría considerarse como una nueva diana terapéutica para el trata-
miento de la DLFT. 
3.- El aumento de la expresión y actividad de CDK6  en los linfoblastos deficientes en PGRN
se asocia con la salida del núcleo  de  la proteína TDP-43 y la consecuente pérdida de
su función inhibitoria de la transcripción de CDK6. 
4.- Las alteraciones observadas en los mecanismos de proliferación/muerte celular aso-
ciadas a la haploinsuficiencia de PGRN parecen anticiparse a la aparición de los sín-
tomas  de la enfermedad, ya que se observan también en individuos asintomáticos
portadores de la mutación c.709-1G>A. 
5.- Nuestros resultados indican que la haploinsuficienca de PGRN está relacionada con un
aumento de la ruta de señalización celular no canónica de Wnt5a, probablemente  de-
bido a un incremento, intra y extracelular, de los niveles de Wnt5a.
6.- Wnt5a señaliza a través de la cascada Gαi-PLC-PKC-ERK1/2 que finalmente lleva a la
sobreactivación de CDK6/pRb y de la actividad proliferativa de los linfoblastos porta-
dores de la mutación en GRN.
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7.- El silenciamiento de GRN en líneas celulares de neuroblastoma SH-SY5Y resulta en un
incremento de la estimulación de la señalización de Wnt5a, alteraciones en la actividad
de ERK1/2 y proliferación celular. Estas observaciones apoyan la idea de que la DLFT
tiene, como otras enfermedades neurodegenerativas,  manifestaciones a nivel sisté-
mico.
8.- El tratamiento con drogas que aumentan los niveles de PGRN o que inhiben ERK1/2 es
capaz de normalizar la repuesta de linfobastos y células de neuroblastoma deficientes
en PGRN. Estos resultados sugieren que estas estrategias farmacológicas pueden ser
útiles para el tratamiento de la DLFT asociada al déficit de PGRN
9.- Aunque nuestros resultados no son directamente extrapolables al SNC, debido a su ac-
tividad antiproliferativa, las drogas usadas en esta tesis pueden tener un efecto neu-
roprotector en el cerebro de pacientes de DLFT, impidiendo que las neuronas
vulnerables atraviesen el punto crítico G1/S de control del ciclo celular. 
10.- Por último, pensamos que los resultados de esta tesis, obtenidos en células extraneu-
ronales fácilmente accesibles, aportan algunas claves al estudio de la patogénesis de
la DLFT asociada a mutaciones en GRN y ponen de manifiesto el interés de este tipo
de células para  la búsqueda de nuevas dianas terapéuticas. 
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ROLE OF PROGRANULIN ON THE MECHANISMS OF REGULATION OF CELL
SURVIVAL/DEATH IN THE FRONTOTEMPOAL LOBAR DEGENERATION
Introduction:
Frontotemporal lobar degeneration (FTLD) is a genetically complex neurodegenera-
tive disorder, accounting for 20% of patients with an onset of dementia before 65 years
(Ikeda, et al., 2004). The clinical symptoms associated with FTLD are diverse, including be-
havior and personality changes, language disorders of expression and comprehension and
cognitive impairment with early preservation of memory (Neary, et al., 1998). To date, the
clinicopathologic spectrum of FTLD includes not only the frontal and temporal variants of
FTD, frontotemporal degeneration with abnormal behavior (bvFTD), primary progressive
aphasia (PPA) or semantic dementia (SD), but also corticobasal degeneration (CBD), pro-
gressive supranuclear palsy (PSP), progressive subcortical gliosis (PSG) and FTD with motor
neuron disease (FTD-EMN) (Van Langenhove, et al., 2012).  Under a microscope, common
pathologic changes of FTLD are atrophy brain region presenting neuronal loss and gliosis
in cortices of atrophied frontal and temporal lobes. Histochemically, FTLD can be categorized
according to the major component of the celular inclusions deposited in the brain. In the
majority of cases, the pathological protein is either the microtubule-associated protein tau
or the transactive response DNA-binding protein TDP-43 (FTLD-tau, FTLD-TDP respectively),
a small number of cases present inclusions of fused in sarcoma (FUS) protein (FTLD-FUS)
or inclusions of a protein that can not be identified and that can only be unveiled by im-
munostaining against the proteins of the ubiquitin proteasome system (UPS) (FTLD-UPS)
(Cairns, et al., 2007,Mackenzie, et al., 2011).
A positive family history of FTLD is present in 25-50% of cases and the transmission
is usually autosomal domi nant. A few genes have been associated with familial FTLD in-
cluding microtubule-associated protein tau (MAPT), progranulin (GRN) (Baker), transactive
response (TAR) DNA-binding protein-43 (TARDBP), chromatin-modifying 2B protein
Carolina Alquézar Burillo
Resumen en inglés
279
Anexo carol_Maquetación 1  22/01/2014  19:20  Página 279
Degeneración Lobar Frontotemporal asociada a mutaciones en progranulina
280
(CHMP2B), Valosin-containing protein (VCP), and chromosome 9 open reading frame 72
(C9ORF72) genes (Sieben, et al., 2012).
Mutations in the GRN gene are the major cause of familial FTLD-TDP (Baker, et al.,
2006,Cruts, et al., 2006). To date, more than 60 mutations have been reported in GRN
gene (Gijselinck, et al., 2008). Most of the pathogenic mutations are predicted to cause
functional null alleles with premature termination of the GRN coding sequence, resulting in
nonsense-mediated decay (NMD) of the mutant messenger RNAs (mRNAs), suggesting that
progranulin (PGRN) haploinsufficiency is a major pathogenic mechanism.
Little is known about the normal function of PGRN in the Central Nervous Sistem
(CNS) and the mechanism by which PGRN haploinsufficency leads to neurodegeneration
in FTLD remained speculative. In the last decade, mounting evidences support the hypoth-
esis that cell cycle reentry of postmitotic neurons and neural stem cells precedes many in-
stances of neuronal dead (Herrup, et al., 2004). Based in the mitogenic and neuotrophic
activities of PGRN, we hypothesized that PGRN deficit may induce cell cycle disturbances
and alterations in neuronal vulnerability.
An alternative strategy to study the pathogenesis of FTLD is the use of non-neuronal
cells from patients. Numerous observations indicate that, while the predominant clinical
expression arises from brain, the neurodegenerative diseases have systemic expression at
the cellular and molecular levels. Considerable precedents exist for studying neurodegen-
erative diseases with peripheral tissues including lymphocytes, fibroblast and platelets
(Bialopiotrowicz, et al., 2012). The use of peripheral tissues could complement studies of
autopsy samples and provide a useful tool with which to investigate dynamic processes
such as signal transduction mechanisms, oxidative metabolism among others.
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Aims:
The main goal of this work was to study the influence of PGRN haploinsufficiency,
caused by a prevalent ancestral mutation in GRN gene related to Basque population, c.709-
1G>A, in cell cycle and survival regulation of peripheral blood cells from carriers of the GRN
mutation. The possibility to detect molecular alterations in non-neuronal cells, easily acces-
sible, from control, asymptomatic and patients, could provide a useful tool for the early di-
agnosis of this complex disorder, and particularly to search for treatment or neuroprotective
strategies.
To this end, we generated lymphoblastoid cell lines from c.709-1G>A carriers diag-
nosed of FTLD or asymptomatic and control individuals by infecting with the Epstein Barr
virus (EBV). Although FTLD symptoms reflect preferential neuronal loss in specific brain re-
gions, PGRN is expressed in almost all tissues, so abnormalities outside the brain might be
expected. Moreover, this experimental model has been previously used to study cell cycle-
related events associated with neurodegeneration in other neurodegenerative diseases, e.
g. Alzheimer’s disease.
Results:
Our results show that PGRN haploinsufficiency increased cell cycle activity in im-
mortalized lymphocytes from FTLD patients. This effect was associated with increased levels
of cyclin-dependent kinase 6 (CDK6) and phosphorylation of retinoblastoma protein (pRb),
resulting in a G1/S regulatory failure. In addition, the lymphoblast carriers of the c.709-
1G>A mutation display a small but significant decrease in the nuclear content of TDP-43.
Taken together, these observations suggest that a loss of nuclear TDP-43 function in re-
pressing CDK6 may be involved in the increased pRb phosphorylation, and enhanced pro-
liferative activity of PGRN deficient cells. Assuming that the cell cycle disturbances reported
here could be peripheral signs of the disease, our results suggest that neurons of c.709-
Carolina Alquézar Burillo
281
Anexo carol_Maquetación 1  22/01/2014  19:20  Página 281
Degeneración Lobar Frontotemporal asociada a mutaciones en progranulina
282
1G>A mutation carriers are at high risk of entering an unscheduled cell cycle that would
then drive them to death. It is suggested that therapeutic interventions aimed at ameliorat-
ing cell cycle progression activity may have a positive impact in FTLD. 
Using the same cells of FTLD patients, we performed a comparative study of cell vi-
ability after serum withdrawal of established lymphoblastoid cell lines from control and car-
ries of c.709-1G>A GRN mutation. Our results suggest that the CDK6/pRb pathway also is
enhanced after the serum deprivation. Apparently, this feature allows PGRN deficient cells
to escape from serum withdrawal induced apoptosis by decreasing the activity of executive
caspases and lowering the dissipation of mitochondrial membrane potential and the release
of cytochrome c from the mitochondria. Inhibitors of CDK6 expression levels like sodium
butyrate or the CDK6 activity such as PD332991 were able to restore the normal response
of lymphoblasts from FLTD-TDP patients to trophic factor withdrawal or cell proliferation.
Our results suggested that CDK6 could be potentially a therapeutic target for the treatment
of the FTLD-TDP.
The next step in this work was analyzing potential alterations in signaling pathways
induced by PGRN haploinsufficency to explain the altered cellular response to serum stim-
ulation. To this end we use specific inhibitors of main pathways as well as conditioned
medium from control and PGRN-deficient lymphoblast or exogenous recombinant human
PGRN (rhPGRN). Our results show that the specific signaling cascade implicated in the up-
regulation of CDK6 activity and cell proliferation of GRN mutation bearing lymphoblasts is
Ca2+, protein kinase C (PKC), and pertussis toxin (PTX)-dependent and involves activation
of the extracellular signal-regulated protein kinases 1 and 2 (ERK1/2) pathway. Addition of
exogenous PGRN or conditioned medium from control cells normalized the response of
PGRN-deficient lymphoblasts to serum activation. Our data indicated that non-canonical
Wnt5a signaling might be overactivated by PGRN deficiency. We detected increased cellular
and secreted levels of Wnt5a in PGRN-deficient lymphoblasts associated with enhanced
phosphorylated calmodulin kinase II (pCaMKII). Moreover, treatment of control cells with
exogenous Wnt5a activated Ca2+/calmodulin kinase II (CaMKII), increased activity of the
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ERK1/2 pathway and cell proliferation up to the levels found in c.709-1G>A carrier cells.
PGRN knockdown SH-SY5Y neuroblastoma cells also show enhanced Wnt5a content and
signaling. Taken together, our results revealed an important role of Wnt signaling in FTLD-
TDP pathology and suggest a novel target for therapeutic intervention.
One of the aims in this thesis was to search for new clinical approximations and
therapies for the treatment of FTLD-TDP using lymphoblastoid cell lines form carriers of
c.709-1G>A  GRN mutation. In this regard, we investigated the effects of drugs able to in-
crease PGRN levels, either activating the GRN gene expression such as SAHA, or at post-
translational level as chloroquine (CQ), as well as specific inhibitors of the ERK1/2 signaling
cascade such as Selumentinib or MEK162. Considering the haploinsufficiency mechanism,
GRN is a particularly appealing gene for drug targeting. On the other hand, given that PGRN
deficit appears to induce alterations in the ERK1/2 cascade, it is possible to envision new
avenues for therapeutic intervention in PGRN-deficient FTLD. In this regard, the use of highly
selective inhibitors of BRAF (v-raf-1 murine leukemia viral oncogene homolog B1) and
MEK1/2 (Mitogen-activated protein kinase kinase or ERK kinase 1 and 2), the upstream
activators of ERK1/2, have shown promising results in clinical trials, including in previously
intratable diseases such as melanoma. Our results indicate that SAHA and CQ were effective
in restoring the PGRN levels of c.709-1G>A carriers, and prevented the enhanced activation
of ERK1/2 activity. Selumetinib, and MEK160, inhibitors of the ERK1/2 cascade, normal-
ized the response of PGRN deficient lymphoblasts to serum activation. Both sets of drugs
ultimately modulate the CDK6/pRb pathway and therefore regulate cell survival/death
mechanisms. Considering that these drugs are already used in clinic for treatment of other
diseases, with good tolerance, it is plausible that they may serve as novel therapeutic drugs
for FTLD associated to GRN mutations.
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Conclusions:
1.- Our results suggest that the CDK6/pRb pathway is enhanced in the c.709-1G>A mu-
tation bearing lymphoblasts and this feature is controlling the mechanism of regu-
lation of proliferation/death in progranulin deficient cells.
2.- Our results established a molecular link between misslocalization of TDP-43 and in-
creased CDK6 levels, pRb phosphorylation, and the control of proliferation/death
in lymphoblasts from c.709-1G>A carriers
3.- We provided evidence that PGRN haplinsufficiency aberrantly increased noncanon-
ical Gαi dependent-Wnt signaling leading to activation of ERK1/2-mediated stimu-
lation of proliferation of lymphoblast derived from individuals bearing the
FTLD-associated GRN mutation.
4.-Our results indicate that the use of drugs able to increase PGRN levels or blocking
the ERK1/2 pathway, restore the normal cell response to serum stimulation, by pre-
venting the overactivation of the CDK6/pRb cascade in c.709-1G>A GRN mutation
carriers.
5.- The distinct functional features of lymphoblastoid cell from c.709-1G>A carriers offer
an inavaluable, noninvasive tool to investigate the etiopathogenesis of FTLD.
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